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porque o conhecimento pertence a humanidade,

e é a tocha que ilumina o mundo.
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carrega adiante os trabalhos do pensamento e du
inteligéncia.
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Resumo

Um método espectrofotométrico para determinacfo de selénio em cabelo humano foi
desenvolvido empregando um sistema de andlise em fluxo continuo monossegmentado e o
efeito catalitico de Se (IV) na reducdo do 1,4,6,11-tetrazanaftaceno a 1,6-diidro-1,4,6,11-
tetrazanaftaceno na presenga de glioxal e dcido hipofosforoso. Para esta reacfo, efetuada a 50
°C o fon brometo foi utilizado como ativador da acfo catalitica do Se (IV). A reagiio quimica
foi monitorada pelo indicador 1,6-diidro-1,4,6,11-tetrazanaftaceno, tendo-se medidas de
transmitincia a Ange = 600 nm. A curva de calibragiio para Se (IV), descrita pela equacio
AAbs = 1,173Cs.qvy + 0,0014 (r2 = 0,9993), apresenta linearidade até 0,12 pg/mL com limite
de deteccio de 2,6 ng/mL. Na determinagdo de selénio sdo interferentes os fons Cu (II), Fe
(1), Mn (II), Zn (II) e V (V). Niveis de recuperagio aceitdveis de Se (IV) foram obtidos pelo
uso apropriado de adi¢do de um padrio de Se (IV). A precisio e exatidio do método
proposto foram estimadas usando um protocolo estatistico baseado na metodologia de adigéo
padrio. A determinagido de selénio em cabelo humano empregando o método proposto

permitiu verificar que o mesmo € simples, prético e satisfatério para uso em rotina.
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Abstract

A method spectrophotometric to determination of selenium in human hair was developed
using the continuous monosegmented flow analysis with the catalytic effect of Se (IV) in the
reduction of the 1,4,6,11-tetraazanaphthacene to 1,6-dihydro-1,4,6,1 1-tetraazanaphthacene in
presence of the glyoxal and hypophosphorous acid. For this reaction the bromide ion was
used as activator of the catalytic action of the Se (IV). The reaction was made the 50 °C and
the indicator of the reaction 1,6-dihydro-1,4,6,11-tetraazanaphthacene was monitored by
transmittance measures to 600 nm. The calibration curve for Se (IV) described by the
equation AAbs = 1,173Cseqv, + 0,0014 (r2 = 0,9993) is linear to 0.12 pg/mL and the limit of
detection is 2.6 ng/mL. The ions Cu (I), Fe (III), Mn (II), Zn (II) e V (V) are interferences in
the selenium determination. Acceptable recovery levels of Se (IV) were obtained by the
appropriate use of addition of a pattern of Se (IV). The precision and accuracy of the
proposed method were valued using a statistical protocol based on the methodology of
addition pattern. The selenium determination in human hair using the proposed method

allowed verifying that the same is simple, practical and satisfactory for use in routine.
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I) INTRODUCAO

1.1) ELEMENTOS TRACO E SUA IMPORTANCIA EM ORGANISMOS
VIVOS

“An element is considered essential if a deficiency
leads to deficiency syndromes (physiological and
structural deviations) in a reproducible way and if
administration of the element prevents or cures the
deviation. The symptoms of deficiency can vary from
a decrease in element-specific biochemical functions
through clinical symptoms to death.”"”.

Vandecasteele, C. & Block, C. B

Os elementos metdlicos, semimetdlicos e ndo metalicos, nas formas idnica,
livres ou associados a outras espécies quimicas, estdo presentes nos sistemas
bioldgicos e siio de grande importancia para a manutencao do bom funcionamento dos
organismos vivos. Alguns desses elementos sdo considerados essenciais, pois algumas
patologias sao conseqiiéncia da baixa ingestdo desses nutrientes, € os sintomas sdo
minimizados ou até eliminados através de suplementaciio alimentar. ?

Atualmente, cerca de 24 elementos (H, C, N, O, Mg, P, S, CL, K, F, Si, V, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, Sn e I) sdo reconhecidos como essenciais para a
vida humana, sendo que 11 deles (Co, Cu, Cr, I, Mn, Mo, Ni, Se, Si, V e Zn) estdo
presentes em baixas concentragdes (menos de 7g em um individuo de 70 kg) e, por
isso, sdo denominados elementos trago. A maioria desses elementos sio cofatores de
enzimas que participam de importantes eventos biolégicos, tais como o transporte de
oxigénio, o combate a formacio de radicais livres, a organizacio estrutural de
macromoléculas e a atividade hormonal.”’ Em contraste com esse papel benéfico dos
elementos essenciais a sadde, € possivel contrapor a toxicidade e os efeitos maléficos
de elementos como cddmio, chumbo e merctrio. @)

Normalmente, os intervalos de concentracdo que determinam a caréncia,
a essencialidade e a toxicidade desses elementos sdo extremamente curtos'’

(Figura 1). Por esse motivo, € necessdrio conhecer a concentragiio dos elementos

* Jon inorginico ou coenzima (cofator orgénico) indispensédvel ao desempenho de certas enzimas.
Um exemplo € o papel desempenhado pelo selénio junto a enzima glutationa peroxidase.



essenciais em amostras de interesse clinico com adequada precisio e exatiddo, o

que exige o desenvolvimento e aprimoramento de procedimentos analiticos

aplicados a esse tipo de andlise.
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funciio da concentragio dos elementos traco essenciais.”

Assim, € claro e evidente que a determinagdo de elementos trago essenciais
em amostras bioldgicas € importante para o entendimento da fisiologia, conseguir-
se um diagndstico e selecionar um tratamento apropriado da doenga. O método
analitico requerido assim como as suas caracteristicas de desempenho (limite de
detecgo, exatiddo e precisdo, velocidade, etc.) dependem do elemento de
interesse, concentracdio na matriz (sangue e soro sangiiineo; 6rgdos como
pulmdes, figado e rins; fluidos bioldgicos como, por exemplo, urina; cabelo, etc.),

variabilidade desta concentra¢@o e do niimero de amostras a ser analisado.
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1.2) SELENIO

1.2.1) INTRODUCAO E HISTORICO
“There is a rather narrow range of adequacy
of several essential elements such as Se in
most organisms. Smaller concentrations result
in different abnormalities because of pertinent
specific  biochemical — changes.  Higher
1 (4)

concentrations result in toxicity.

Alaejos, M. S. & Romero, C. D.

O selénio € um elemento trago essencial, mas € toxico em altas concentracdes
no organismo. Ele € essencial em baixas concentracdes e tdxico em niveis
relativamente altos, sendo que a faixa que define a essencialidade e a toxicidade €
muito estreita. Para humanos esta faixa compreende entre 0,8 — 1,7 umol L%’ No
meio ambiente, a concentragdo de selénio pode ser: 0,09 ng/mL em 4gua do mar, mas
em dgua doce este valor é bem menor; na atmosfera 1 ng/mL e cerca de 80 pg/g em
solos. A quantidade de selénio necessdria ao corpo humano € de 0,050-0,200 mg/dia e
a concentragdo maxima de selénio aceitdvel na dgua para consumo € de 10 ugﬂfm,
enquanto que no Brasil, os niveis de potabilidade da dgua para consumo humano
permite um nivel de 0,1 mg de selénio por litro, conforme estabelecido na portaria 36
do Ministério da Saiide. O interesse sobre o estudo do efeito do selénio nos seres
vivos comegou primeiramente devido & sua toxicidade.” Relatos sobre os efeitos
adversos do excesso de selénio no organismo de animais tém sido realizados
desde 1295, quando o explorador Marco Polo, viajando pela China, observou que
“os cascos de seu gado tornaram-se inchados e gotejantes quando eles pastavam
plantas crescentes em certas dreas”. Um cirurgido do exército dos EUA, Dr.
Madison relatou em 1856 que animais do regimento da cavalaria alojados em
Nebraska, atualmente estado de Dakota do Sul, sofreram *“perda de pélos da crina
e cauda depois de pastarem nos arredores de uma montanha”, Em 1934 verificou-se
que os niveis elevados de selénio em plantas de regides semi-dridas do oeste norte-
americano eram responsdvels por uma moléstia, chamada de "doen¢a alcaling”, que
acometeu 0 gado e outros animais de criagio.” Esta enfermidade era caracterizada por

um certo tipo de paralisia, perda de pélo e dentes, unhas quebradigas e desprendimento do



casco, idéntica aquela relatada anteriormente. A toxicidade por selénio pode ainda causar
falhas na reproducdo, como, por exémplo, a md formacdo de embries. Atualmente, sabe-
se que devido a sua similaridade quimica com o enxofre, o selénio pode interferir no
metabolismo deste, sendo incorporado em aminodcidos como cistefna, cistina e
metioning, alterando a estrutura de proteinas como a queratina, resultando em
mudancas estruturais nos cabelos e unhas. Em casos agudos de intoxicagdo, sdo
verificados distirbios relacionados com o sistema nervoso central, além de afetar
o figado, retardar o crescimento e levar a infertilidade. Os sinais mais comuns de
selenose cronica em seres humanos sdo unhas e cabelos quebradigos, gosto metdlico na
boca e odor de alho exalado durante a respiragdo e transpiracfio. Estes sintomas estio
relacionados a uma ingestio didria de 5 mg de selénio para um individuo adulto.”

A importincia do selénio na nutrigio animal foi descoberta por Schwarz e Foltz
em 1957. Eles observaram que a adi¢iio de selénio na dieta de ratos com deficiéncia de
vitamina E evitava a necrose do figado. Em um outro estudo eles verificaram que um certo
composto orginico especifico de selénio (Fator 3%) possufa atividade metabdlica vérias
vezes mais potente que o selénio inorginico e outras formas orginicas conhecidas de
selénio. Ao contrdrio do que se pensava, foi comprovado que o efeito protetor contra a
necrose de figado, antes atribuido somente a L-cisteina, €, na verdade, produzido por um
efeito sinérgico entre a L-cisteina e o Fator 3, presente como contaminante em quantidades
muito baixas neste aminodcido. Quando associado a vitamina E, o selénio tem acfio protetora
quanto a peroxidaciio lipfdica.(g)

Embora a importincia deste elemento trago na nutri¢io animal tenha sido revelada em
1957, pouco ainda se sabe sobre o papel especifico do selénio no organismo. As
primeiras funces do selénio nos seres humanos s6 foram explicadas em 1973. Até os
dias de hoje s6 se conhecem trés reacOes catalisadas por enzimas que exigem a
participagio de protefnas contendo selénio. Duas destas reagSes se relacionam com
bactérias, uma necessita da enzima desidrogenase e outra da glicina redutase.”” A terceira
¢ a da glutationa peroxidase ( GPx)™, uma enzima que contém uma dtomo de selénio ligado
covalentemente na forma de selenocisteina (figura 2) que € essencial para sua atividade, e
protege os glébulos vermelhos, membranas celulares e componentes intracelulares

contra reacOes indesejdveis com peréxidos soliveis.

¥ Composto de selénio de ocorréneia natural e que atua na prevengio da necrose de figado em
ratos. Embora ele ndo esteja totalmente identificado, sabe-se hoje que ele € formado
principalmente de selenometionina.
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Figura 2 - Formula estrutural da selenocisteina um importante aminodcido

constituinte da enzima glutationa peroxidase (GPx).

A ac¢do antioxidante do selénio indica que este elemento pode
desempenhar um relevante papel na prevencdo do cincer. Essa acio
preventiva ocorre principalmente devido ao papel desempenhado pelo selénio no figado,
local onde compostos carcinogénicos sdo metabolizados através de um conjunto de
oxidases. Conforme mencionado anteriormente, o selénio € um elemento importante
para a producgio bioquimica da enzima glutationa peroxidase (GPx), responsdvel
por metabolizar o perdxido de hidrogénio (figura 3), evitando a proliferacdo dos
radicais livres nos organismos vivos.*”

A deficiéncia de selénio, além de aumentar a probabilidade do
desenvolvimento de certos tipos de céncer, estd associada a uma patologia observada
na China, devido aos baixos niveis de selénio no solo daquela regido: a doenca de
Keshan, que € uma cardiomiopatia verificada em criangas e mulheres jovens, que
atinge aproximadamente 10 milhdes de pessoas. A administragio de suplementos
alimentares ricos em selénio € o mais eficiente modo de prevencdo dessa
patologia.“‘m‘”) A ingestdo de fontes alimentares ricas em selénio tais como o atum,
arenque (uma espécie de peixe marinho migratério), levedo de cerveja, germe de trigo,

brocoli, cebola, abdbora, moranga e tomate de areas seleniferas atuam de modo

. o
preventivo.'™?

O selénio também afeta a toxicidade do mercirio, protegendo o organismo
contra os efeitos nocivos desse metal. A redugfio da toxicidade do mercirio pode ser
atribuida a acdo antioxidante do selénio, que minimiza os danos causados pelos
radicais livres gerados pelo merciirio nas membranas celulares.” A descoberta da GPx
abriu as portas para a compreensao de como o selénio € um agente de protegdo contra o

A . . 7
cancer, doencas cardiacas e artrite.”
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organismo.”’

Em 1994 Taylor et al. ¥ demonstraram que varios novos genes no HIV codificam
proteinas contendo selenocisteina, o que normalmente leva ao término da sintese da protefna.
Apesar de que ainda nada se tenha comprovado, suspeita-se de que tais genes poderfio
fomecer a base de um papel para o selénio na bioquimica e regulacdo do HIV. Assim,
alguns autores consideram a possibilidade de uma correlagfio entre a progressdao do
quadro infeccioso de um paciente soro positivo e a diminui¢do drastica dos niveis de
selénio no mesmo individuo."”

Informagdes sobre o metabolismo do selénio siio escassas. A absorgio de selénio
pelo intestino, sua retenciio e distribuicio variam com a espécie e parece depender da
solubilidade do composto de selénio ingerido. Ainda faltam dados sobre seres humanos,

rém, sabe-se que a interacdo entre os compostos de selénio e os grupos sulfidrilas, em
po. ;



particular aqueles presentes na membrana celular, oferece interessantes possibilidades para
elucidar o metabolismo do selénio. Isso foi comprovado por meio de um estudo realizado
com plantas € microorganismos, que sugere uma competi¢io entre o selénio e o enxofre
para o transporte do elemento através da membrana celular. O selénio absorvido €
depositado em quantidades varidveis ao longo de todos os tecidos do corpo, com excegiio
do tecido adiposo. Os niveis mais elevados sdo encontrados nos rins, figado, coragio e
baco. "’

Como mencionado anteriormente, tanto a deficiéncia quanto o excesso de
selénio nos mamiferos, pode levar a sérios problemas de satide. Por essa razio, surgiu a
necessidade de se adquirir informagSes sobre o contetido de selénio nas mais diversas
matrizes € aqui as matrizes bioldgicas tém grande importdncia como diagnéstico dos
niveis de selénio no organismo. Existe uma demanda crescente de métodos para a
determinaglio de selénio a niveis de tracos em diferentes amostras tais como dguas ou
materiais biolégicos.

Diferentes métodos tém sido relatados para determinagfo de selénio. Os métodos
mais comumente empregados estdo baseados em medidas espectrofotométricas e
espectrofluorimétricas  de piazoselenol formado pela reacio de Se(IV) com 2.3-
diaminonaftaleno. Geragao de hidreto, plasma indutivamente acoplado (ICP), espectiometria
de emissfio atdmica e espectrometria de absorcfio atdmica sdo também outras técnicas
sensiveis que tem sido propostos e empregados na determinagfio de selénio. Mas, na geragiio
de hidreto, coexistem fons que causam interferéncias. Andlise por ativagio de néutrons
(NAA), técnicas cromatogrdficas, voltamétricas, ICP-MS, espectrometria de fluorescéncia de
raios-X e métodos cinéticos de andlise tem sido desenvolvidos para a determinacio de
selénio. Alguns desses métodos dio boa sensibilidade, mas requerem equipamentos de custo

elevado. Outros ndo possuem sensibilidade suficiente para determinagdio de selénio em certas
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amostms.( )



1.2.2) PROPRIEDADES FISICAS, QUIMICAS, OCORRENCIA E USOS

O selénio (Se), niimero atdmico 34, massa atdmica 78,96 u, € um membro do grupo
16 da tabela periddica pertencendo & familia dos calcogénios. Posicionado entre o
enxofre (S), um ndo-metal e o teldrio (Te), um metaldide; o selénio apresenta

propriedades nio-metdlicas. O selénio ocorre naturalmente como seis isétopos
4 76 77 78 80
estdveis: | Se (0.9 %), Se (9.0 %), Se (1.6 %), 'Se (23,5 %), " Se (49,8 %), ¢

82Se (9,2 %). Ele € 66° elemento na ordem de abundéncia na crosta terrestre, com
uma concentragdo média de 0,05 mg kg".(”’

O selénio foi descoberto em 1817 por Berzelius em depdsitos formados
nas cdmaras de chumbo que produziam dcido sulfiirico (H,SO4) a partir de pirita
de cobre (CuS,). O nome selénio € derivado da palavra grega selené significando
lua e que reflete sua proximidade com o telirio que vem do latim rellus
significando terra e descoberto aproximadamente 20 anos mais cedo.''?

O selénio € um subproduto da extracdio de metais como cobre, zinco e
chumbo e tem muitas aplicagdes industriais baseadas em suas propriedades fisico-
quimicas. Suas propriedades semicondutoras assim como sua variagio de
condutibilidade elétrica induzida pela luz € de particular interesse.

A condutibilidade elétrica do selénio € fortemente dependente de sua
pureza. Desta maneira sua condutibilidade pode ser consideravelmente aumentada
por tragos (poucos mg kg') de fons haletos ou pela formacio de ligas com
elementos como teldrio ou arsénio. Devido as suas propriedades elétricas serem
sensiveis & presenca de defeitos cristalinos, a pureza do selénio pode ser
deliberadamente controlada por dopagem ou formagio de ligas com outros
elementos, tendo esse controle um importante papel em seu Uso em processos

’s . Q
eletro-eletrdnicos.!'”

Algumas propriedades fisicas importantes do selénio estdo resumidas na

tabela 1.7



Tabela 1 — Propriedades fisicas importantes do selénio.

S S S

Numero atdmico 34

Distribuiciio eletrénica [A] 3,61“)4&34[)4
Massa atdomica relativa (u) 78,96

Estados de oxidacio 11,0, +IV, +VI
Raio atdmico, nm 0,140

Raio 10nico, nm

2.

Se 0,191

Se(1V) 0,050

Se(VD) 0,042
Energia de ionizagao, kJ/mol 940

Potencial de ionizacgdo, eV

1 9,75
U 21,5
Eletronegatividade (Pauling) 2,4

3
Densidade a 25 °C, g/cm

Hexagonal 4,189
o-Monoclinico 4,389
Vitreo 4,285
Liquido (490 K) 3,975
Ponto de fusio, °C 217

Ponto de ebuli¢do, °C (101.3 kPa; 760 mm Hg)  684,7 (+0,03)
Resistividade elétrica, Q/cm*

25 °C l010
400°C 1,3x10°
Temperatura de transi¢ao vitrea, °C 30,2%%

* Fortemente dependente da pureza e intensidade de luz.

*% Fortemente dependente da pureza.

As propriedades quimicas do selénio siio intermedidrias entre aquelas do
enxofre e aquelas do metaldide telirio. Em seus compostos, esse elemento exibe
os estados de oxidagio -II, +IV e +VIL O estado de oxidagio +VI ¢

consideravelmente menos estivel do que no enxofre e, em solucdes dcidas é



obtido apenas pela aglio de agentes oxidantes fortes tais como cloro ou perdéxido
de hidrogénio. Selenato(VI) é mais facilmente obtido por oxida¢do em soluciio
alcalina. Os potenciais de oxirredugdo do selénio em meio dcido e bdsico estiio

. 19
apresentados na figura 4.

Em solucdo dcida

2 + 115V 74V -
SeQy ——————>  H,S5e0, +0 » Se 011V — H,Se
+6 +4 0 -2
Em solugdo bdsica
; +003V . -0,36V -0,67V .
SeO42 - Se,032 > Se > Se’
+6 +4 0 2
Figura 4 - Potenciais de reducdo para diferentes espécies de selénio em

meio 4cido e basico.!'”

Selénio queima ao ar para formar diéxido de selénio, que tem um cheiro
de rabanete podre. Selénio € oxidado por acido nitrico a dcido selenoso (H;SeOs).
Nenhuma reagdo ocorre entre selénio elementar e agentes ndo oxidantes, tal como
o 4cido cloridrico. Acido sulftrico a quente dissolve selénio, dando origem a um

polimero de cdtions de selénio com coloracdo verde, conforme € apresentado a

seguir: 7

2t -
S€8 +3 H2$O4———> Se8 +2 HSO4 + SOQ+2 H20

Com cloro, ocorre uma oxidagdo vigorosa para tetracloreto de selénio.
Selénio reage também com elementos eletropositivos para formar selenetos (Se®)
e com grandes poderes corrosivos, principalmente em altas temperaturas. Com
hidrogénio, o gds toxico seleneto de hidrogénio (H,Se) € formado. Selénio
combina com enxofre para formacdo compostos ndo estequiométricas. Em
solugOes fortemente alcalinas ele se dissolve sofrendo desproporcionamento para

seleneto e selenito.”
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Minerais de selénio puros sio muito raros. Desta maneira, berzelianita (Cu,Se),
tiemanita (HgSe) e naumanita (AgoSe) nunca sdo processados simplesmente para obter
selénio. Entretanto, selénio ocorre em vdrias concentragdes como elemento que acompanha
muitos minérios de enxofre, embora a substituiciio isomdrfica em piritas de cobre e ferro ou
blenda de zinco ndo possa exceder um mdximo tedrico de 0,5% devido ao maior raio idnico
do sefénio (Se” : 0,191 nm, $* : 0,174 nm). A mais importante fonte de selénio sio os
concentrados da flotagio de minérios de cobre que contém aproximadamente 100 - 400 g de
selénio por tonelada de minério. Além da extragio do selénio do minério de cobre, a
reciclagem de tambores e retificadores de mdquinas xerogrdficas tem se tomado uma
importante fonte deste elemento,"”*”

A tabela 2 apresenta os usos do selénio e seus compostos divididos em categorias.

Tabela 2 — Categoria de usos do selénio e seus compostos.'”

Categoria Percentual
Aplicages eletronicas 25 %
Pigmentos 10 %
Inddstria de vidro 40 %
Metalurgia 10 %
Agricultura e aplicages bioldgicas 5%
Outros usos (como por exemplo vulcanizagdo da borracha, catalisador de 10 %

oxidacoes, etc.)

Aplicacdes eletronicas " > um retificador de selénio consiste em uma chapa de aco ou
aluminio revestida com niquel, com uma fina camada (espessura de 50 — 60 pum) de selénio.
O selénio conduz eletricidade preferencialmente em uma tnica direcio e esta propriedade
tem sido utilizada desde 1920 para converter corrente alternada em continua. Uma liga de
ciddmio espalhada € usada como contra eletrodo. Vérios desses retificadores podem ser
empilhados em séries. A eficiéncia da retificacfio € aproximadamente de 85 %. Embora
retificadores de selénio tenham sido progressivamente substituidos por diodos retificadores de
germénio e silicio, os primeiros ainda sfo usados onde a eficiéncia do retificador deva ser
mantida em situagdes em que a voltagem oscile.

O uso de selénio na tecnologia de fotocdpias estd baseado na sua sensibilidade  luz.

Selénio, que pode ser obtido com alta pureza, dopado ou como liga, € depositado por
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vaporizagdo para formar um filme de 50 pm de espessura, sobre um tambor de aluminio. No
processo de fotocdpia, a superficie de selénio € primeiramente carregada por uma descarga de
alta voltagem. O tambor € entdo exposto a luz projetada sobre a figura. Onde a luz que
atravessa a figura incide sobre o tambor, a carga sobre o selénio se esvai e uma figura
“eletrizada” € portanto formada. Apds o estigio de iluminacdo, um po termopldstico (toner) €
aplicado a0 tambor sendo atraido eletrostaticamente para as partes carregadas (ndo
iluminadas) e entdo fixadas pelo calor.

Pigmentos 17 3 selénio é usado como pigmento na forma de sulfosseleneto de cadmio (cor
vermelha intensa). Este € um importante pigmento para plasticos, pois além de ser
termicamente estdvel ndo afeta significativamente suas propriedades fisicas. Entretanto a
importancia desses pigmentos tem diminuido consideravelmente devido a toxicidade dos
compostos de cddmio, chegando a ser proibida a sua utilizacdo em certos paises.

Manufatura do vidro ” = selénio e seus compostos sdo utilizados em vidros de silicatos,
tanto para descoloracdo, sua principal aplicacdo na manufatura de vidros, quanto para dar
cores que podem varnar desde o vermetho até o amarelo.

Metalurgia ' = a adicio de selénio a0 aco melhora sua maleabilidade, resultando em altas
velocidades de cortes, baixo consumo de energia e um tempo de vida mais longo para a
ferramenta.

Agricultura "7 > como visto anteriormente, embora a toxicidade do solo com alto teor de
selénio ja seja conhecida hd muito tempo, a sua necessidade como um elemento essencial s6
foi descoberto mais tarde. Dessa forma selénio € adicionado a fertilizantes ou a ragdo animal
na forma de seleneto ou selenato de sédio que € absorvido mais facilmente pelas plantas.
Outros usos " > selénio e seus compostos sao adicionados juntamente com enxofre para
manufatura da borracha. Este melhora a estabilidade témmica do produto e controla a
velocidade de vulcanizagdo. Compostos de selénio sio também usados em pequena extensdo
para a oxidagdo de hidrocarbonetos. Didxido de selénio é também usado como agente
oxidante seletivo em quimica orgénica. Conforme comentado anteriormente selénio atua
também como absorvente de merctirio e a adi¢io de 5 % de selénio tem sido proposta para a

preparacdo de amdlgamas dentdrias.



1.3) METODOS CINETICOS DE ANALISE

1.3.1) INTRODUCAO

“Kinetics has been well recognized in most traditional
subdisciplines of chemistry (physical, organic, and
inorganic) but was neglected by analytical chemists,
mostly because of the complete domination of teaching in
that area by the equilibrium viewpoint of chemical
reactions. However, developments in electroanalytical
chemistry  (e.g.,  polarography) and  analytical
spectroscopy (ultraviolet and visible absorption), for

) . . W2
instance, provided the first sparks of change.”"

Mottola, H. A.

Reagdes cataliticas t€m desempenhado um importante papel na andlise de elementos
trago e, desta forma métodos cinéticos-cataliticos de andlise vem progredindo muito nos
ultimos anos. A mudanga de uma propriedade fisica tal como absorbancia, fluorescéncia,
quimiluminescéncia, ou o potencial de eletrodo em um sistema em fungdo do tempo €
normalmente monitorada para a obtencio de dados. ©"

Tais métodos diferem fundamentalmente dos métodos termodindmicos
porque suas medidas sdo feitas em condi¢des dindmicas (Vyirerq > Vinversa), antes
que a reagdo entre em equilibrio (Vyirey = Vinversa), €0Quanto as concentracdes dos
reagentes e produtos estdo variando continuamente (figura 5),(1-22.29)

Medidas na regido cinética sdo afetadas por uma varidvel normalmente de
nenhuma conseqiiéncia na regido de equilibrio: o tempo. Esta caracteristica dos
métodos cinéticos permite a utilizagdo analitica de um nimero maior de reagdes
quimicas, pois sdo adequados para reagdes muito lentas ou que ndo se completam
quantitativamente e, portanto, seriam problemdticas para. os métodos
termodindmicos. Além disso, destacam-se também os aspectos extremamente
favordveis que tornam muito atraente a utilizagdio dos métodos cinéticos de

andlise: sdo de baixo custo e ndo envolvem sofisticacdo instrumental. Essas
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caracterfsticas justificam o interesse no desenvolvimento da metodologia cinética

de andlise.
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Figura § - Variacdo da velocidade das reacQes direta e inversa de uma reagio

quimica apresentando duas regides distintas, sendo uma
caracterizada por regido dindmica (cinética) e a outra por regido

termodindmica (equilibrio).

Um aspecto que pode ser problemdtico na metodologia cinética de analise
¢ a reprodutibilidade dos resultados que requer o controle das condigdes que
afetam a velocidade das reagdes, como: temperatura, pH, for¢a idnica, solventes e
o processo de adi¢dio, mistura de reagentes e tempo. Por exemplo, as reacdes que
devem ser realizadas sob termostatizacio e a adi¢do e a mistura de reagentes
devem ser feitas com critério, sendo necessério o uso de dispositivos especiais
como: sistema de inje¢do manual simultdnea de reagentes, ou sistema de mistura
de fluxo interrompido (Stopped Flow), ou sistemas com fluxo, que representam
opgOes tteis em casos especificos, de acordo com a velocidade em que a reacio

LY
estudada ocorre.*¥
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' De acordo com o tipo de reacido envolvida, os métodos cinéticos de andlise

podem ser classificados como apresentado na figura 6.
Oxidagao-redugio
Tipos de reagdo -E Quimiluminescéneia

— NAO ENZIMATICOS Formagio de complexos

Ativagdo

Efeitos modificados ‘E Inibi¢do

Titnlacdo catalitica

Homogéneos

. METODOS o , Heterogéneos
CATALITICOS ~~ ENZIMATICOS == ()p-iima imobilizada)
Ativagdo
Efeitos modificados {
Inibicdo
METODOS
CINETICOS ] L ELETROQUIMICOS
(heterogéneos)
Determinagao de uma so espécie
_ METODOS
NAO CATALITICOS
Determinag¢do de misturas
. . ~ . . e 24
Figura 6 -  Classificacio dos métodos cinéticos de andlise.’ X

De acordo com essa classificacio, o método utilizado no presente trabalho € um

método catalitico ndo-enzimético com reacio de 6xido-redugdo.

1.3.2) BASES MATEMATICAS DE METODOS CATALITICOS ©"

Antes de se discutir métodos cataliticos em detalhes, o termo catalisador deve ser
definido sem ambigtiidade. Isto € necessério porque a categoria “métodos cataliticos” denota
todas as determinagdes quimicas baseadas no monitoramento da velocidade de uma reagio
catalisada. O critério para catdlise assim como o seu proprio nome (catdlise vem do grego,
significando “soltar””) foi proposto por J. J. Berzelius por volta de 1835-1836. A defini¢io de
Berzelius indica que (a) o catalisador € uma espécie quimicamente invaridvel ao final de uma
reagdo; (b) uma pequena quantidade de catalisador € as vezes suficiente para conduzir uma

considerdvel quantidade de reagdes; e (c) o catalisador ndo afeta a posi¢io do equilibrio em
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uma reacio reversivel. Esses conceitos levam a definicao de um catalisador como sendo uma
substAncia que diminui a energia livre de ativagdo. A diminui¢fo da energia livre de ativagio
ocorre através de um mecanismo no qual o catalisador € constantemente regenerado (o ciclo
catalitico) de modo que para todos os propdsitos priticos a concentragiio do catalisador
permanece constante. Um catalisador pode apenas aumentar a velocidade de reacio, e desta
maneira o uso de termos como catalisador negativo para substincias que aumentam a energia
livre de ativacio devem ser abandonadas.

Deve ser ressaltado aqui que um catalisador influencia tanto a velocidade da reaciio
direta como da inversa. Dessa forma, as poucas tltimas palavras nfo sdo essenciais, pois
aumentar a velocidade de um processo ndo espontineo ndo € interesse de nenhum analista. O
papel conceitual chave para utilizagdo da catdlise por um analista estd concentrada no ciclo
catalitico.

Dois fatos devem ser considerados para desenvolver rela¢@es validas para
determinacdes cataliticas: (a) a reagio ndo catalisada procede simultaneamente
com a reacdo catalisada, e (b) a velocidade da reagfio catalisada € diretamente ou
quase proporcional & concentracio do catalisador como resultado do ciclo
catalitico. Na maioria dos casos de interesse pritico em quimica analitica, o
primeiro fato € de pequena significAncia devido a reacdo catalisada ser muito mais
rdpida do que aquela no catalisada. O segundo fato é, no entanto a base de muitos
métodos cataliticos.

Antes de se entrar em formulagdes, deve-se ressaltar que a direta ou quase
direta relagdo entre a concentragio do catalisador e a velocidade da reagdio
catalisada € melhor obedecida se certas condigdes sdo satisfeitas, como manter em
nivel constante todas as varidveis que normalmente afetam a velocidade de
reagdes quimicas (como por exemplo temperatura, forca idnica e solvente usado).
Outro importante requerimento de ordem pratica para aplicacdes bem sucedidas
de determinagOes convencionais baseadas em efeitos cataliticos é que as
concentragdes dos reagentes, exceto o catalisador e as espécies cuja variagdo de
concentracdo ¢ monitorada, deve ser tal que faga seu efeito sobre a velocidade ser
de pseudo-zero ordem. As espécies cuja mudanga na concentraciio estd sendo
monitorada sdo ajustadas a dependéncia de primeira ordem. Quando todos esses
fatos e requerimentos slo considerados e satisfeitos, tem-se para uma situacfio

2
geral que:="
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R+B-C.p+y (1)

onde R e B silo reagentes ( R = espécie monitorada), P e Y sdo produtos e C é o

catalisador. Para a reacdo anterior pode ser escrita a seguinte expressdo geral:
AR g (1) + ke [RIICL =Rt ke [CLL) - (2)

em que k, = constante de velocidade para reagdo nido catalisada (mais alguns
termos de concentragdo), k. = constante de velocidade para reagiio catalisada
(mais alguns termos de concentragio), e [C], = concentracdo inicial do catalisador
no sistema.

Dirigindo a atenciio ao termo que caracteriza a reac@o catalisada em (2) e
considerando a presenca de um ciclo catalitico, pode se usar uma reacdo
simplificada em duas etapas, (3) e (4), para desenvolver as relagdes matemadticas
das condigdes limite que explicam a direta ou quase direta relagdo entre a

velocidade da reagdo catalisada e a concentragdo do catalisador:

kj

R + C—=(RC) + 7Y (3)
k.
k>

(RC) + B—>» P + C (4)

O mecanismo simplificado para o ciclo catalitico Jeva a duas condigdes
limite: (a) um caso de pré-equilibrio, e (b) uma situacdo de estado estaciondrio, o
qual depende dos valores relativos das correspondentes constantes de velocidade
para as reacgoes representadas pelas equacdes (3) e (4). As relagdes matematicas
procuradas dependem dos valores de concentragiio da espécie intermedidria (RC)
para ser substituida nas expressdes de velocidade na etapa determinante desta.

Sek.;<<kjek,<<k,; ,areagdo representada por (4) torna-se a etapa
determinante da velocidade da reacdo e tem-se um condicfio de pré-equilibrio. Sob

essas condigdes a concentragdo de equilibrio da espécie (RC) pode ser obtida pelo
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quociente de equilibrio K em fungiio das concentracdes das espécies presentes na
reacao (3).
K[CI[R]

RO =
[(RC)] ]

)

onde K =k .,/ k ; = quociente de equilibrio em termos da concentragio, para a
reacio (3). Definindo [C], e [R], como concentracdes de equilibrio no tempo t=0,

tem-se que em qualquer tempo t,

[R}=[R]o - [(RC)] (6)
€
[C]=[Clo - [(RC)] (7)

Em métodos cataliticos [R], >> [Clo;, (0o catalisador € determinado em niveis
muito baixos de concentragdo, ou seja, niveis subestequiométricos de
concentragdo). Portanto, [R] pode ser considerada ser igual a [R], e daf a partir da

equacdo (5) tem-se:

[(RC)] — K{[C]O*[[(YI}C)]}[R]O (8)

que expandida e rearranjada, torna-se

(RO (K [R]o + [Y]) = K[Cl, [R]o 9)

da qual uma expressdo para [(RC)] pode ser obtida:

K[Ch[R]o

RO} =
(ROI= Ry, +1v]

(10)

Na condigdo de pré-equilibrio, a reagiio (4) € a etapa limitante da velocidade e

conseqlientemente,
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v = k2 [(RC)] [B] (11)
ou ainda

K[Clo[R]o

v= w1 2

Se as medidas forem realizadas sob condi¢des para as quais [Y] << K [R],
(facilmente satisfeita em sistemas cataliticos pelo fato de Y ndo ser formado
absolutamente, ou visto que a quantidade do catalisador é muito baixa sua
concentragiio € praticamente desprezivel), e [B] sendo constante (por exemplo no

estdgio inicial da reacdo), entdo da equagdio (12) segue que:

d[R]

=k, [C], (13)
dt

y = —

onde k, =k, [B]

A relacdo encontrada em (13) reflete a proporcionalidade entre a
concentragdio do catalisador e a velocidade da reacfio quando usada para
determinagdes analiticas.?"

Uma outra maneira de obter esta relagdo € assumir que k; >> k; >> ke,
assim a reac@o (3) torna-se a etapa limitante da velocidade da reagio e, [(RC)] é
pequena devido a quantidade de catalisador também ser muito baixa e nestas

circunstincias a aproximacfo do estado estaciondrio estabelece que:

d[(RC)] _

" 0 (14)

A expressao da velocidade torna-se:

_Egﬂzhnumn—kumch] (15)
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Visto que [(RC)] ndo pode ser medida experimentalmente, deve-se recorrer 2

aproximacio do estado estaciondrio para obter uma expressdo para esta espécie:

d[(RC)]
dt

=0=k,[R][C]-k_ [ROI[Y]-k, [(RC)[B]  (16)

Aqui pode se substituir [Rlo — [(RC)] e [Clo - [(RC)] por [R] e [C],

respectivamente. Expandindo, simplificando e rearranjando a expressio (16) tem-

se:
k,[R],[C]
RC)] = o 17
(RO k,([R], +[C],) +k_,[Y]+k,[B] {an
e reescrevendo a equacao (15) tem-se:
d(R] .
B [R][C], = K, [ROI(R], +[Cl,) -k [(ROIY] (18)

e substituindo [(RC)} na equagio na equagdio (18) por sua expressio na equacio

(17), expandindo e simplificando, obtém-se:

d[R] k k

[BIR], [C], (19)

dt k,([R], +[C],) + k_,[Y]+ k,[B]

(3]

Visto que [C], << [R], e ki [R]o >> k . [Y], e sendo, como visto anteriormente

que [B] = constante, segue que:

_AR) k,[C], (20)
dt -
onde
-k k,[B][R],
>k [R), + k,[B]



A equagdo (20) demonstra novamente a relacio direta entre catalisador e
velocidade de reagdo.

Se apropriadamente consideradas ambas aproximagdes — tanto para o pré-
equilibrio quanto para o estado estacionario — apresentam diferentes extensdes de
aplicabilidade com uma regido comum. A inter-relagio entre as duas

aproximacdes tem sido tratada em detalhes por Pyun. e

I1.4) ANALISE EM FLUXO CONTINUO MONOSSEGMENTADO (AFCM)

O primeiro sistema de andlise em fluxo continuo monossegmentado
(AFCM) foi proposto por Pasquini e Oliveira para a determinagio
ITIRIN N Al . (25) . .
espectrofotométrica de cromo, amdnia e fosforo.™” Tal sistema possui como
principal caracteristica a inser¢do da amostra entre duas bolhas, formando um

monossegmento. O esquema da figura 7 representa o referido sistema.

Bolhas de ar

(WL’) i Cfﬁ’f

D

-

Amostra Solucao Carregadora Amostra Solugdo Carregadora Amostra
Figura7 - Sistema monossegmentado. A amostra esta entre duas bolhas de ar

e ao lado destas encontra-se a solugdo carregadora.

Esta segmentagiio tem a funcdo de diminuir significativamente a dispersao
em tempos de residéncia maiores, pois mantém a integridade da amostra. Estas
caracteristicas tornam-se muito importantes em reacOes que possuem cinética
lenta, e ndio necessariamente comprometem a freqiiéncia de amostragem, pois as
amostras podem ser inseridas seqiiencialmente e, apés decorrido o tempo de
reacdo e detec¢do para a primeira amostra, todas as outras virdio na seqiiéncia. Em

comparagdo a andlise em fluxo continuo segmentado, introduzida por Skeggs, o



sistema em AFCM possui uma maior simplicidade, um menor consumo de
amostra ¢ reagentes ¢ maior freqiiéncia analitica.®® Em relagdo a andlise por
injecdo em fluxo (FIA), proposta por Ruzicka e Hansen,”” sua principal
vantagem € a possibilidade de utilizar tempos de residéncia maiores. A figura 8

. ot . st 2
apresenta um diagrama esquemdtico de um sistema AFCM tipico.*®

4
C » - .
Lo ) Ly
P - 0o
- / 2
> d I
M y

=2
<

\

\

B
Figura 8 - Configuragio do sistema AFCM.®Y
B - Bomba peristdltica; C — fluido carregador; M — Caimara de
mistura; I — Injetor; L e L, — alcas para a introducéo de bolhas; L
alga de amostragem; W — frasco de residuo; V — vicuo; BR -
Bobina de reacio; P — cela de permeacio; SD -~ sistema de

deteccao; R — Registrador.

A introducdo da amostra no sistema € feita através de um injetor
construfdo em acrilico,” I, sendo que este pode ser comutado. O fluido
carregador, C, empurra o ar, contido na al¢a Ly, que por sua vez empurra a
amostra (contida em L), cujo volume € determinado pelo tamanho da alca de
amostragem, L, e esta empurra o ar presente na outra alca L;. Deste modo, a
amostra fica entre as duas bolhas, que a mantém isolada do fluido carregador. Os
fluidos sio bombeados/aspirados por uma bomba peristéltica, B, e a reacéo ocorre
na bobina reacional, BR. As bolhas podem ser retiradas de vdrias maneiras, tais
como a utilizagiio de cela de permeaciio P ou aspiracio diferenciada,”® antes da
deteccdo, SD e registrador, R. Em seguida a amostra vai para o descarte, W,

Novas amostras podem ser inseridas, bastando para isso a comutacio do

injetor para a posi¢cio de amostragem. Esta possibilidade de inserir virias

|13%]
[{]



amostras (ou uma amostra vdrias vezes) torna a AFCM uma técnica com alta
freqiiéncia analitica (até 120 injecoes/hora). ™

Uma outra vantagem da AFCM € a possibilidade de localizacdo do
monossegmento no sistema, visualmente e/ou através de chaves dpticas, sensiveis
a mudanca do indice de refracdo (fluido carregador/bolha/amostra), no caso de
sistemas automdticos, permitindo a adigdo de reagentes em qualquer posi¢do do
monossegmento ou a defini¢do do momento em que serd realizada a detecgﬁo.(%)

Devido a estas vantagens, a AFCM vem sendo utilizada para as mais
diversas aplicagdes analiticas, tais como titulacOes automaticas”” e extragao
lfquido-lfquido.m‘m Por possibilitar tempos de residéncia mais longos, também
©em sido realizados trabalhos com reacdes enzimaticas™ "  reacdes

(35.36)

. 26.37
cataliticas { )

e outros tipos de reacdes que apresentam cinética lenta.

1.5) SISTEMA REACIONAL

O presente trabalho fundamenta-se no método colorimétrico desenvolvido

por Dechary et al.*®

) para a determinagdo de glioxal (etanodial). Este se baseia na
reagio da 2,3-diaminofenazina (DAP) com glioxal para formar 1,4,6,11-
tetraazanaftaceno (TAN) e posterior redugdo deste dltimo pelo dcido
hipofosforoso (HiPO;) a 1,6-dihidro-1,4,6,11-tetraazanaftaceno (DHTAN).** A

. ~ . . ~  (39.
figura 9 apresenta as reacdes envolvidas nesta determmagao.( 2-40)

N\ NH, 0 N _H N\ N\
+ | ——
= -Co bz =
N NH, 0 "H N N
DAP TAN

Glioxal
0
N\ N\ N\ N
PO,
~ 2 NS
N N ITI N
H
TAN DHTAN
Figura 9 - Esquema de reag3es envolvidas na determinagio de glioxal.

A partir deste ponto, serfio usadas as abreviagdes entre parénteses ao se fazer referéncia aos
compostos 2,3-diaminofenazina, 1.4,6,11-tetrazanaftacenc e 1,6-dihidro-14.6,1 | -tetrazanaftaceno.
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Em 1964, Tanaka, Kawashima e Miwa"” encontraram que o selénio(IV)
apresentava efeito catalitico sobre a redugdo do TAN a DHTAN pelo dcido
hipofosforoso (H3PO,), propondo-se assim a utilizaglio dessas reagdes para a
determinaciio catalitica de selénio(IV) em dguas de rios e mares, com alta
sensibilidade. A figura 10 apresenta a etapa do conjunto de reagdes que €

catalisada pelos ions selénio(IV).

i
N N N N
~ N . H4PO, N
+ 2HY @ —— |
— — Glioxal NS
N N Se(1V) ITI N
H
TAN DHTAN
Figura 10 - Esquema da etapa catalisada por selénio(IV) a qual viabiliza a sua

determinagao catalitica.

A redugdo anterior € catalisada por uma quantidade diminuta de Se(IV) e a
reacdo € de primeira ordem em relagdo ao DAP, ao dcido hipofosforoso e Se(IV).
Na auséncia de selénio, a reacio € de primeira ordem com relagdo ao glioxal,
enquanto na presenca de selénio a dependéncia da reacdo para com o glioxal sofre

ligeira alteracdo conforme pode ser evidenciado pela equagdo de velocidade a

seguir:“”

J1o

d[DHTAN . B
_[__dT__]: k,[glioxal]+ k,[Cy, J[glioxal]-

)

[DAP][H,PO, ]

O papel do glioxal parece ser diferente na auséncia e na presenca de
selénio. Um produto ainda nio identificado da reacfo do glioxal com o dcido
hipofosforoso reduz o TAN a DHTAN, e Se(IV) atua entdo como catalisador.

O presente trabalho visou a viabilizagio da determinagfio de Se(IV) em
amostras de cabelo, utilizando um sistema de andlise em fluxo continuo
monossegmentado (AFCM). Além disso, foram considerados também no estudo,

os aspectos que podem ser avaliados em um método cinético de andlise, visando



um aumento de velocidade da reacdo, tais como, concentracdo dos reagentes,
concentragdo hidrogenidnica do meio reacional e utilizaglio de ativadores. Nestas
avaliagdes sempre que pertinentes foram empregadas técnicas quimiométricas de

otimizag¢do.

1.6) CABELO COMO MATRIZ PARA DETERMINACAO DE
ELEMENTOS TRACO

Interesse em cabelo humano como amostra clinica tem aumentado nos
Gltimos anos devido a uma sé€rie de vantagens oferecidas por este tipo de matriz
sobre outras matrizes de interesse, tals como sangue e urina.“** Em termos de
complexidade, o cabelo € uma matriz mais simples que o sangue e a urina, cuja
andlise € bastante utilizada para verificar uma possivel intoxicagfio, ou
diagnosticar doengas. Além disso, a andlise do cabelo € ainda mais facil porque a
maioria dos elementos traco estd presente em concentraco mais alta do que no
sangue € urina. O cabelo € um material bioldgico atrativo por causa da
simplicidade de amostragem (facilidade de coleta, sem traumas e indolor),
estocagem, transporte ¢ manuseio.™" Além disso, é um material bastante estdvel
ndo precisando ser mantido sob refrigeracio, nem mesmo necessita de
preservantes. Isto, por exemplo, facilita a avaliagdo de uma populacio inteira de
determinado local que estd sendo contaminada através da dgua ou poluentes
industriais.#*¥

Espécies quimicas sfio incorporadas pelo cabelo através de diferentes
fontes e mecanismos enddgenos e exdgenos. As fontes enddgenas sio as mais
importantes quando se deseja fazer uma avaliagdo do estado de satde de um
individuo, no que diz respeito a anomalias fisioldgicas, desequilibrio nutricional
ou intoxicaciio ambiental. Muito embora as fontes exdgenas contribuam, também,
para a concentracdo total de elementos no cabelo, etapas de lavagem devem ser
realizadas com a finalidade de minimizar problemas na interpretaciio biomédica

dos resultados.?’

Existem ainda muitas controvérsias na utilizagio de cabelo para a
determinagdo de elementos traco no cabelo humano, porém esta técnica €

importante nas ciéncias bioldgicas, médicas, criminais e ambientais. Ele é muito
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titil para avaliar o consumo e metabolismo de drogas na drea médica e criminal,

onde até hoje € dada maior credibilidade aos resultados da andlise do cabelo.“”

Historicamente a primeira andlise de cabelo foi publicada por Hoppe em
1858, que determinou As no cabelo de caddveres exumados 11 anos apds o
sepultamento. Uma outra aplicagio da andlise de cabelo humano foi na
investigacdo sobre a morte de Napoledo Bonaparte em que, através da andlise do
seu cabelo por NAA (Andlise por Ativacdo de Neéutrons), foram verificadas
sucessivas exposi¢oes ao As. Observou-se a presenca de As no cabelo de
Napoledo Bonaparte ao se analisar diferentes partes do mesmo fio de cabelo. A
partir desta andlise conclui-se que o As ligou-se irreversivelmente com as
protefnas do cabelo, cujo crescimento didrio do foliculo foi 0,35 mm, fazendo com
que a distribui¢do do elemento ocorresse de forma segmentada. Assim, as
diferentes exposi¢des de Napoledo Bonaparte ao As puderam ser registradas
através do cabelo. Com base em tais resultados, o cabelo foi também utilizado
para comprovar a contaminagdo por Hg na populagido de um vilarejo do Iraque,
onde o trigo utilizado para o pdo era tratado com fungicida a base de compostos
mercuriais. "

Em 1945, foi proposto o uso do cabelo como material de bidpsia na
determinagido de elementos traco presentes no corpo humano, uma vez que o
cabelo funciona como um drgio excretor (o menor deles). Nas décadas seguintes
foi dada preferéncia as andlises de sangue e urina, sendo que na década de 1930
iniciou-se a era da medicina industrial, ou seja, o diagndstico de doengas a partir
de exames laboratoriais., Nos anos 60, redescobriu-se a utilidade da andlise de
cabelo na drea de nutri¢o, e na década seguinte foram realizados vdrios simpésios

a respeito do assunto e além da publicagio de vdrios Jivros.“"

Em virtude do que foi exposto anteriormente, escolheu-se o cabelo

humano como matriz para aplicacio do referido método.



IT) OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi viabilizar a determinagio de Se(IV) em um
sistema de andlise em fluxo continuo monossegmentado (AFCM) com posterior
determinagdo espectrofotométrica, tomando-se como referéncia o método
proposto por Tanaka, Kawashima e Miwa,®”’

Aplicar técnicas quimiométricas de otimizacio visando diminuir o limite
de deteccdo e aumentar sensibilidade da metodologia.

Além disso, foi também objetivo deste trabalho avaliar a aplicabilidade do

método resultante na determincdo de selénio em cabelo humano.



III) PARTE EXPERIMENTAL

I11.1) INSTRUMENTACAO

. . ~ o 2 “y-
A figura 11 representa a configuracio bésica de AFCM™ utilizada para a

realizacfio dos experimentos de determinacdo de Se(IV).

HCI(a ) 1,4cm3/min D * r-‘
q > L[]
3 L2 ( L1
Se(lV) 1.0 cm /min o o Py
> 1 o
3
DAP(aq) + HCt| 1.0cm /min - ( |
. 5 M
Glloxal(aq) 1.0 cm /min o WV
H3P02(aq) 10 cmslmir\ o
B
Figura 11 - Configuragio do sistema AFCM usado para a determinacio

espectrofotométrica de selénio.

B — Bomba peristdltica; M — Cdmara de mistura; I - Injetor; Ly e
Ly - algcas para a introdugdo de bolhas;, Ly — alca de
amostragem; W — frasco de residuo; V — vdcuo; BT — Banho
termostatizado para acomodagdo da bobina de reag¢do; P — cela

de permeagdo; SD — sistema de detec¢do; R — Registrador.

Neste sistema, a solucio carregadora e os reagentes foram impulsionados
por uma bomba peristdltica Gilson Miniplus 3; numa vazdo de 1,4 em’/min para o
carregador ¢ 1,0 cm’/min para os reagentes, utilizando-se cabos de propulsdo
Tygon®. Estes reagentes siio misturados em uma camara M, a qual € representada
em detalhes na figura 12. Nesta cimara de mistura introduz-se uma pequena barra
magnética para que, em conjunto com um agitador magnético, a mistura possa
ocorrer de forma mais rdpida e homogénea. Este modo de mistura de reagentes €
interessante em sistemas de otimiza¢cdo quimiométrica, uma vez que as

concentracdes das espécies envolvidas podem ser alteradas com facilidade em

estudos multivariados.



Safda para L,

a) |

Barra
magnética
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Figura 12 - Cémara de mistura com barra magnética em seu interior.

a) Corte transversal; b) Vista superior.

O injetor de acrilico I ¢ dotado de uma alavanca que permite o
carregamento e descarregamento da alca de amostragem.

Tubos de polietileno (J = 0,8 mm) foram utilizados para alcas de
amostragem e linhas de carregamento. Um tubo denominado comercialmente de
“mangueira cristal” (& = 3,0 mm e 10 m de compﬁmento) foi empregado como
bobina de reacfio. A temperatura da bobina de reagiio foi mantida em 50x0,1 °C,
através de um banho ultratermostatizado Marconi (MOD. MA 184), enquanto que
as outras partes do sistema de AFCM se mantiveram a uma temperatura de 2312
°C através de aparelhos condicionadores de ar.

A figura 13 representa a cela de permeacao que foi utilizada para a retirada
das bolhas de ar entre as amostras, antes da detec¢@o do sinal analitico. Ela
consiste basicamente de duas partes (A e B) feitas de acrilico e mantidas juntas
por quatro parafusos. Na jungdo das duas partes coloca-se uma membrana de
Teflon®, comercializada pelo nome de “veda rosca”, para que as bolhas de ar

possam permear por ela enquanto a solugio continua normalmente o percurso. A



retirada das bolhas de ar por permeacio é auxiliada pela utilizacdo de véacuo

conforme representado na figura.

Entrada

Safda
a) ¢ T
A l I > Membrana
727722 T A N OO KN 77777
N Suporte
B da
Membrana
Vicuo
b)
(o °)
Figura 13 - Cela de permeagéo para retirada de bolhas.

a) Corte transversal; b) Vista superior.

As medidas  espectrofotométricas  foram  realizadas em um
espectrofotdmetro Metertek SP-850 de feixe simples operando em 600 nm, com
uma cela de fluxo de quartzo, com um volume de 80 uL. Os sinais analiticos
foram obtidos em transmitéincia (T) e registrados em um aparelho Kipp & Zonen
(MOD. BD 11E) sendo, estes sinais, posteriormente convertidos em absorbincia.

Neste trabalho, todas as solugdes utilizadas foram preparadas empregando-
se dgua deionizada obtida em um sistema de purifica¢do Milli-QpLys, permitindo
se obter 4gua de elevada pureza (18 MQ cm™).

As solugdes de trabalho de glioxal foram preparadas diariamente pela
diluicio de um volume adequado de glioxal concentrado (Vetec) 40%, d = 1,27
g/cm3 em dgua, enquanto as solugdes de 4cido hipofosforoso foram preparadas
pela dilui¢do de volumes adequados de H;PO; (Synth) 50%.

As solucOes de trabalho de DAP foram preparadas diariamente a partir de
dissolugiio de cloridrato de DAP (283,15 g/mol), obtido e purificado de acordo

com procedimento proposto por Jang, Yoo e Oh™® ou aquele proposto por Euler e
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Premasiri."”’ O Apéndice | descreve detalhadamente os processos de sintese e
purificacdo do cloridrato de DAP a partir da 1,2-diaminobenzeno (o-PD)(Aldrich
Chemical Company).

Uma solugiio estoque de Se(IV) 1000 pg/mL foi preparada pela diluigio de
um padrdo Merck contendo 1000 mg de Se(IV) para 1 L de solucdo. Todas as
outras solucdes de selénio foram preparadas diariamente a partir de diluicoes
adequadas dessa solugio estoque.

Neste trabalho foi utilizado também, dcido perclérico concentrado (HCIO,:
Merck, d = 1,69 g/cm3 e T=72%), dcido cloridrico concentrado (HCI: Merck, d =
1,19 g/cm3 e T=37%), dcido nitrico concentrado (HNO;: Merck, d = 1,42 g/cm3
T=69,3%).

As solugdes utilizadas no tratamento e eliminagfo dos interferentes foram
preparadas conforme descrito no Apéndice 2. Neste apéndice encontra-se os

procedimentos para preparacdo de outras solugdes e purificagio de substéncias.

I11.2) COLETA E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

JI1.2.1) COLETA

A coleta de amostras foi feita conforme recomendado por Carneiro et
al..“ Amostras de cabelo de todos os individuos participantes foram coletadas
com uma tesoura de ag¢o inoxiddvel de boa qualidade. Cerca de 1,0 g de amostra
foi retirada da regido occipital, logo acima da nuca. As amostras foram

armazenadas em frascos adequados para tratamento posterior.

I11.2.2) LAVAGEM DA AMOSTRA

O método de lavagem do cabelo € importante, pois € nesta etapa que se
retira as particulas de poeira, suor, gordura, etc., evitando-se assim fontes
exdgenas de contaminagio. O procedimento aqui adotado foi aquele recomendado
pelo IAEA (International Atomic Energy Agency). Este método consiste em lavar

a massa de cabelo sucessivamente: 1 vez com acetona, 3 vezes com dgua e | vez
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com acetona; em cada lavagem o cabelo permanece todo o tempo recoberto com
solvente, & temperatura ambiente e sob agitacdo. O liquido € decantado entre cada
lavagem. Apods a etapa de lavagem, deixou-se o cabelo secar a noite, envolvido
em um papel de filtro de grau cromatogrdfico (Whatman) sendo posteriormente

- 44
transferido para um dessecador.™"

111.2.3) SOLUBILIZACAO DA AMOSTRA

Na decomposi¢iio das amostras de cabelo adotou-se o procedimento
testado e recomendado por Huang et al..*® Este procedimento faz uso de solugdes
concentradas de HNO3/HCIO4 na proporgio de 8:1. Pesou-se previamente uma
amostra de cabelo de 200 mg a qual foi transferida para um baldo de fundo
redondo de 50 mL. A seguir adicionou-se 0,80 mL de HNO;ze 0,10 mL de HC1O4
concentrados € o sistema foi deixado em repouso por 12 horas em local seguro de
possiveis contaminagdes externas. Decorrido 12 horas o baldo foi colocado em
uma manta de aquecimento a uma temperatura de 160 °C. Esta temperatura foi
mantida até que se visualizasse a evolugio de uma nuvem branca caracteristica de
HCIO4. A partir dai a temperatura foi diminuida e a solucdo amarelo-palida
resultante evaporada préximo a secura (tomando sempre o cuidado de néo deixar
secar, evitando assim possiveis explosdes!). ApOs resfriamento do sistema o
residuo foi dissolvido com 1,0 mL de dgua detonizada e o pH entiio ajustado a 2
com NaOH | mol/L. Em seguida, foi adicionado perdxido de hidrogénio (H,0,)
30% gota a gota até descoloragio da solugdo. Posteriormente a solugdo foi

levemente aquecida para eliminacfo do excesso de H,0,.

I11.2.4) REDUCAO DE Se(VI) PARA Se(IV) COM HCI

Apés eliminagio do H.O; na etapa anterior, adicionou-se 1 mL de HCI
concentrado e 1 mL de dgua deionizada. Em seguida o sistema foi
cuidadosamente fervido por aproximadamente 10 minutos.# Ap6s os 10 minutos

a solugdo resultante foi resfriada e o seu pH clevado a 10.

111.2.5) TRATAMENTO DOS INTERFERENTES"?
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A solucio resultante do item anterior adicionou-se 1,00 mL de soluca
alcalina (pH = 10) de dietilditiocarbamato de sédio (NaDDC) 0,1 %. Em seou?jio
fez-se uma extragdo com 10 mL de CCly com agitagdo durante | minuto Ac fj *d
aquosa foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de ’;5 0 dblfi
juntamente com 0,2231 g de KBr e 0,1500 g de tartarato de sédio e ;o;z’mzo
Completou-se o baldo at¢ a marca e procedeu-se 4 andlise do contetido de Seh(IVS

no sistema de AFCM.
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IV) RESULTADOS E DISCUSSAO

“Ndo sei de que modo o mundo me vé; mas a mim
mesmo parego ter sido apenas um menino brincando na
praia, entretendo-me com encontrar de quando em
quando um seixo mais liso ou uma concha mais bela do
que o ordindrio enquanto todo o vasto oceano da

verdade jazia inexplorado diante de mim.”

Isaac Newton

IV.1) ESPECTROS DE ABSORCAO

Como citado anteriormente o presente estudo tem como referéncia 0s

. . . 39 )
resultados do trabalho realizado por Tanaka, Kawashima e Miwa.© ? Sendo assim,

a primeira etapa foi a obtengdo dos espectros de absor¢io do DAP, TAN e

DHTAN, apresentados na figura 14.
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Figura 14 -

Espectros de absor¢ao para o DAP, TAN e DHTAN.
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Para a obtengdo dos espectros seguiu-se o procedimento recomendado por

Kawashima e Tanaka.“”

Como se pode observar nos espectros da figura 14 0 DHTAN ( A4 = 600
nm, € = 1,46 x 10° ) apresenta um mdximo de absor¢do em uma regido diferente
daquela do TAN ( Apix = 478 nm) e 0 DAP ( Apgx = 492 nm). Este resultado

mostra evidéncias de que o método possui um branco de reagentes com baixo

valor de absorbincia.

IV.2) AVALIACAO DA VARIACAO DO SINAL COM O TEMPO

No intuito de se estabelecer um tempo adequado para a execugio da
reagiio, procedeu-se ao estudo da variagio do sinal em fun¢iio do tempo para o
sistema na presenca e auséncia do catalisador, nas condigdes estabelecidas por

. 4
Kawashima e Tanaka.“"

0,80 - —e— N3o Catalisada ° Catalisacm
0,70 - -
0,60 -
g 0,50 -
0,40 -
0,30
0,20
0,10 -
0,00 o . ' . ‘ , 1 ; -
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (min)

Cla

Absorba

Figura 15 - Estudo da influéncia do tempo sobre o sinal da reagdo catalisada e
da reacéio ndo catalisada a 50 °C.
Se(1V) 2 1,0 pg/mL
DAP > 1,5 x 10” mol/L
Glioxal = 1,4 x 107 mol/L
H3PO, > 8,0 x 107 mol/L
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Os resultados mostram que o sinal da reacfio catalisada varia até por volta
de 70 minutos e depois atinge uma condic¢io de estabilidade (equilibrio), porém a
reacdio ndo catalisada continua aumentando o sinal. Isso pode ser entendido com
base no fato de que a reacdo catalisada atirige o equilibrio, porém a nio catalisada

continua a progredir. A conseqii€ncia disto € apresentada no grafico da figura 16.

0,600
0.500
0,400

0,300

AAbz

0,200

0,100

0,000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo, min

Figura 16 - Variacio do AAbsorbincia entre as reages catalisada e ndo

catalisada.

Observa-se que em 70 minutos de reagdo obtém-se o valor maximo da
diferenca de sinal entre a reagdo catalisada e a no catalisada e, apés este tempo
parece haver uma perda de sinal. Dessa forma definiu-se um tempo de reacio de
70 minutos.

Nesse tempo foi obtido um espectro do DHTAN para a reagfio catalisada e
nfo catalisada, que estd apresentado na figura 17.

Pode se observar que o AAbs entre a reagdo catalisada e a nio catalisada €
bastante expressivo. Isso mostra claramente o papel catalitico do selénio sobre a

reacfo de reducdo do TAN a DHTAN pelo H3;PO,.
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Figura 17 -  Espectros de absorgédo para o DHTAN apds 70 minutos de reacio.
Se(IV) = 1,0 pg/mL
DAP - 1,5 x 107 mol/L
Glioxal > 1,4 x 107 mol/L
H3PO, = 8,0 x 107 mol/L

Espectro obtido em um espectrofotdmetro de varredura HP modelo 8453 usando cela de quartzo

com caminho éptico de Jem.

IV.3) REDUCAO DO TAN A DHTAN NO SISTEMA DE AFCM

Depois de definido o tempo de reagéo, procedeu-se a uma adaptagiio da
reagio ao sistema de AFCM apresentado na figura 11 (procedimento
experimental). Este tempo poderia ter sido determinado no préprio sistema AFCM
por uma parada de fluxo (stop-flow), porém como a rea¢do deve ser conduzida a
temperatura de 50 °C, isto niio foi possivel j& que o compartimento de cela do
espectrofotdmetro niio € dotado de um sistema para fornecer tal temperatura. No
intuito de se obter os melhores resultados possiveis procedeu-se ao estudo de

alguns pardmetros instrumentais e quimicos importantes para a reacio.



IV.4) AVALIACAO DO TAMANHO DA BOBINA DE REACAO

O comprimento da bobina de reacio foi selecionado tendo como
compromisso uma adequagio desta com o tempo de reagiio de forma a se obter
boa sensibilidade (baixa dispers@o depois de retirada a bolha), tempo de limpeza e
freqiiéncia analitica. Utilizando-se um bobina muito pequena, o fluxo deveria ser
pequeno para dar tempo & reacdo e com Isso teria-se no momento da leitura uma
dispersdo muito grande, devido ao fluxo baixo, o que acarretaria uma diminuigio
do sinal analitico. Além disso, ter-se-ia um retorno lento & linha base, diminuindo
assim a freqiiéncia analitica. Dessa forma definiu-se uma bobina de reagiio com 10

metros de comprimento, mostrando-se conveniente para tal determinagéo.

IV.5) AVALIACAO DO TAMANHO DA ALCA DE AMOSTRAGEM

Estudou-se o efeito da alga de amostragem para volumes de 100 a 1000
uL. O gréfico da figura 18 apresenta os resultados obtidos.

Com relagdo ao volume injetado de amostra, os sinais analiticos
aumentaram com o aumento da al¢a de amostragem até 1000 L.

Apesar de alcas maiores que 600 uL (freqiiéncia de 50 amostras/hora)
também promoverem aumento do sinal analitico, estas reduziriam a freqiiéncia de
amostragem devido a um maior tempo de limpeza. Como compromisso entre
sensibilidade e velocidade analitica, a alga de 600 uL foi selecionada para os

estudos posteriores.
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Figura 18 - Efeito do volume da al¢a de amostragem sobre a freqtiéncia.
Se(IV) = 1,0 ug/mL
DAP = 1,5 x 10 mol/L
Glioxal > 1,4 x 10 mol/L
H3PO, = 8,0 x 10”2 mol/L

IV.6) INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE HCI NO MEIO
REACIONAL

Como se pode observar a reagdo de redugdo do TAN a DHTAN necessita
de um meio dcido para ocorrer (figura 10). Assim, procedeu-se a um estudo da
influéncia da concentragiio de H™ sobre a reagio. O dcido utilizado foi HCl uma
vez que este 4cido € usado para se fazer a redugdo de Se(VI) a Se(IV) e dessa
forma € uma espécie que faz parte do meio reacional. As concentragdes de HCl
avaliadas foram de 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 e 0,60 mol/L. O gréfico da

figura 19 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 19 - Estudo da influéncia da concentrag@o hidrogeniénica sobre o sinal

analitico das reacOes catalisada e ndo catalisada.

Estudo realizado fora do sistema AFCM.

Como se pode observar na figura 19 a maior variagio no valor do sinal
entre a reaciio catalisada (com selénio) e a nflo catalisada (sem selénio) ocorre
para valores de concentragdo entre 0,05 ¢ 0,10 mol/L de HCIL. Enquanto se
observa uma diminui¢éio do sinal com o aumento da concentragio de HCI para a
reacdo catalisada, ocorre o inverso para a reacdo nao catalisada. Isso significa que
HCI em concentragdes maiores do que 0,10 mol/L provavelmente inibe a acfio do
selénio sobre a reagio de reducdo ou até mesmo de outras espécies reagentes.

Considerando  este comportamento, optou-se por utilizar uma
concentragio de HCI igual a 0,05 moV/L no sistema em estudo. Este dcido €
introduzido no preparo da solugdo de DAP, uma vez que o meio dcido favorece a
sua solubilizagdo.

A opcio pela concentragdo de 0,05 mol/L se deu com base no fato de que a
préxima etapa a ser executada inclui a otimizagfio da concentragdo de dcido
hipofosforoso (HiPO»). Sendo este o agente redutor, ou seja, responsdvel pela
transformacgio do TAN em DHTAN, pode ser que durante a otimizagio o sistema
requeira um aumento na concentragio de H3PO,. Por ser um dcido este aumentaria

também o nivel de H no meio reacional, o que diminuiria o sinal analitico caso se
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utilizasse HCI 0,10 mol/L. O efeito disto seria a supressio do efeito redutor do
acido hipofosforoso.

Utilizando-se a concentragiio de 0,05 mol/L, tem-se um sinal analitico
equivalente a utilizaglo de HCl 0,10 mol/L, além de dar uma certa liberdade ao
sistema para aumentar a concentra¢do de HiyPO; no sistema, quando da aplicagio

da otimizagio pela metodologia da superficie de resposta.

IV.7) OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE H3PO; E GLIOXAL NA
REDUCAO DO TAN A DHTAN

Um dos maiores desafios da quimica analitica € o desenvolvimento de
metodologia simples, com alta sensibilidade e baixo limite de detecgdo. Uma
possibilidade para aumentar a sensibilidade de um método catalitico € o aumento
da temperatura do meio reacional, porém neste sistema néio se pode utilizd-la jd
que a uma temperatura acima de 50 °C o DHTAN se decompde.®? Isto
ocasionaria uma diminui¢éio do sinal analitico.

Quando se deseja analisar um conjunto de duas ou mais varidveis
simultaneamente, uma alternativa € o emprego de técnicas quimiométricas tal
como o planejamento fatorial e a metodologia de superficies de respostas (MSR).
Esta técnica se baseia em planejamentos fatoriais e foi introduzida por G. E. P.
Box nos anos cinqiienta, e desde entdo tem sido usada com grande sucesso na
modelagem de diversos processos industriais.®"" A finalidade da MRS € atingir
uma regido Gtima da superficie de respostas investigada.

O plancjamento fatorial®?

¢ uma ferramenta estatistica importante e
simples de ser empregada nos mais diversos campos da ciéncia. Neste sentido,
foram selecionadas as concentragdes de dcido hipofosforoso e glioxal como sendo
as varidaveis do sistema em estudo. A concentracdo de DAP nio foi avaliada no
estudo, uma vez que este reagente na concentragdo em que estd sendo usado
encontra-se no seu limite maximo de solubilidade. A observacdo dos efeitos de
varidveis e interacdes entre elas € de extrema importincia para entender os
processos que estdo sendo monitorados em um determinado sistema. Quando se
emprega uma otimizacio univariada, nio € possivel detectar intera¢des entre as
varidveis estudadas, pois na estratégia de otimizagfio univariada, poder-se-ia,

inicialmente, fixar a concentragiio de HiPO,, variando-se somente a do glioxal.®V
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Em seguida, depois de encontrar a melhor concentragdo de glioxal, a concentrac¢do
de H3PO, seria variada. Neste tipo de procedimento, alguns resultados e
interpretacdes incompletas podem ocorrer, devido ao fato de que os efeitos de
interacdo entre as varidveis ndo sdo explorados. Além do problema relatado
anteriormente, o nimero de experimentos executados € geralmente maior quando
comparado com aqueles executados durante um planejamento fatorial.®'=?)

Para executar o planejamento fatorial, obter a superficie de resposta e
otimizar a resposta catalitica do selénio procedeu-se ao estudo da influéncia das
concentragdes de H3PO; e glioxal iniciando com valores de concentragdes 8,0 x
102 mol/L e 1,4 x 10” mol/L, respectivamente. Essas concentra¢des foram as
mesmas utilizadas nos estudos anteriores. As concentra¢bes de DAP e Se(IV)
utilizadas foram 1,5 x 10 mol/L e 1,0 ng/L, respectivamente. Estes valores sdo
denominados de pontos centrais do planejamento e, a concentragdo de HiPO, é
variada de 4,0 x 10 mol/L a 12,0 x 107 mol/L, enquanto que a concentracio de
glioxal varia de 0,6 x 107 mol/L a 2,2 x 10 mol/L.

Desta forma empregou-se um planejamento fatorial com 11 experimentos.
Este fatorial possui dois niveis relativos, sendo um a menor (-1) e o outro a maior
(+1) concentragdio para cada espécie. No caso do glioxal, estes niveis podem ser
obtidos pela subtracdo do valor médio 1,4 x 10 mol/L de cada um dos valores
extremos (0,6 x 107 mol/L e 2,2 x 10? mol/L), e dividir o resultado pela metade

da amplitude da variacdo, que € a diferenca entre o valor superior e o valor
(51

inferior. Este processo € denominado de codificagfio, normalizagio ou
escalonamento.

Matematicamente tem-se:*”

Xn — Real = médio onde,

2

X, > Varidvel codificada;
Xpest 2 Valor real da varidvel codificada;
Xmegio 2 Valor médio da amplitude de variagdo da varidvel;
AX = Diferenga entre o valor superior e inferior da varidvel.

Da express@io acima, obtém-se as equacdes de codificagiio para o HiPO, e

o glioxal, respectivamente, apresentadas a seguir.



X oo ~8,0x1077 X —14x1072
372 X Glioxal

X, = 2= _
I 20102 2 8.0x107>

A tabela 3 apresenta as varidveis codificadas bem como as leituras de

absorbéncia para cada um dos experimentos realizados.

Tabela 3 - Resultados do planejamento em estrela.

Ensaio [HiPO,], mol/L  [Glioxal}, mol/L X X, AAbs
1 0,040 0,006 -1 -1 0,011
2 0,120 0,006 +1 -1 0,104
3 0,040 0,022 -1 +1 0,049
4 0,120 0,022 +1 +1 0,266
5 0,080 0,014 0 0 0,128
6 0,080 0,014 0 0 0,128
7 0,080 0,014 0 0 0,131
8 0,023 0,014 _ﬁ 0 0,017
9 0,080 0,025 0 J2 0,223
10 0,137 0,014 ﬁ 0 0,276
11 0,080 0,003 0 3 0031

Observando-se a tabela anterior tem-se que as concentracdes foram
codificadas entre -1 e +1. Além disso, foram realizados trés experimentos no

ponto central (concentragdes codificadas em 0) para cdlculo do erro, e 4

experimentos em estrela (concentragdes codificadas entre V2 e +/2 ).

A configuracio dos experimentos pode ser visualizada na figura 20, onde o
quadrado com circulos sélidos nas arestas representa o fatorial 22, o circulo aberto
no centro representa o ponto central, ¢ o losango com quadrados sélidos nas

arestas representa o fatorial em estrela.
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Figura 20 - Representagio do planejamento fatorial. Quadrado com circulos
solidos representa o fatorial 22, circulo aberto no centro da figura
representa 0 ponto central e o losango com quadrados sélidos
representa o fatorial em estrela.

A primeira andlise que se pode fazer dos resultados da tabela 3 ¢ a
magnitude dos efeitos principais e de interagio das varidveis em estudo.

O efeito principal da concentragiio de H3PO, € dado pela média dos efeitos
desta varidvel nos dois niveis de concentragdo do glioxal (-1 e +1). Utilizando a
letra A para representar esse efeito ¢ sendo Ai o delta de absorbancia médio
obtido para o i-€simo ensaio, segue que
(A =AD+(Ad-Ay)
- 2

A escolha dos sinais se dd pela notagdo usada na tabela 3, onde para o

A

H;PO, os ensaios 2 e 4 apresentam sinal positivo enquanto os ensaios 1 e 3
possuem sinal negativo.

Aplicando-se as médias de AAbsorbancia da tabela 3 a ultima expressdo
tem-se que
A =0,155

Este resultado indica que o sinal analitico (4Absorbdncia) aumenta em

média 0,155 quando a concentragdo de H3PO,; passa do nivel inferior (4,0 x 102
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mol/L) para o nivel superior (12,0 x 10~ mol/L). Este resultado é condizente com
a idéia de que sendo o HiPO; o agente redutor um aumento de sua concentracio
irja aumentar o sinal anaiftico. Sendo assim, no estudo de acidez, a escolha da
concentragio de HCl em 0,05 mol/L foi a mats adequada.

De modo andlogo, pode-se calcular o efeito principal da concentragdo do
glioxal. Considera-se que tal efeito seja representado pela letra G. Para o glioxal
tem-se 0s ensaios 3 e 4 com sinais positivos, enquanto | e 2 sdo negativos. A
equagdo abaixo expressa o cdlculo de G.

_ (K\ +K4)—(K\ +K2)
2

G

, portanto;

G =0,100

Da mesma forma este resultado significa que um aumento na concentragfio
de glioxal do nivel inferior para o nivel superior gera em média um aumento de
0,100 no sinal analitico.

Este fato concorda com a lei da velocidade encontrada por Kawashima e
Miwa para a reagﬁo.m)

Considerando AG o efeito de interagio entre as concentragdes de HsPO, e
glioxal, a expressdio que permite se fazer o cdlculo da interagio entre essas duas
varidveis € apresentada a seguir.

K4 —Z3 Kz —-Kl K; +K4 Kz +K3

AG= - - -
2 2 2 2

Os sinais desta expressdo sdo obtidos pela multiplicacdo algébrica das
varidveis codificadas nos dois niveis de cada ensaio. Esta e as outras expressdes
anteriores tém uma caracteristica prépria do planejamento fatorial que € utilizar
todas as respostas obtidas do planejamento para o calcular os efeitos.

Aplicando os resultados apresentados na tabela 3 a dltima expressio
obtém-se que
AG =0,062

Conclui-se desse resultado que hd um efeito de interacdo entre as duas
varidveis estudadas, cuja interpretagdo iIndica que quando se aumentam
simultaneamente as concentragdes de H;POs e glioxal hd em média um ganho de

0,062 no sinal analitico. Entretanto, comparando o efeito de interagiio com os
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efeitos principais de cada varidvel observa-se que os dltimos sio bem mais
expressivos do que o primeiro.

Utilizando-se agora o planejamento fatorial, o planejamento em estrela e o
ponto central, é possivel obter-se uma equagdo de segunda ordem, conhecida
também como modelo quadrdtico, cuja expressfio geral, neste caso em estudo

(duas varidveis) € dada por,
A 2
y=b0+b1x1+b2xg+b”x1 +[)22X32+b]2xlx2

onde by, by, bz, by, b2z e by sio estimadores dos pardmetros do modelo quadritico
e x; e x, representam os fatores codificados, que neste caso € HiPO; e glioxal
respectivaménte.

Os estimadores dos pardmetros podem ser obtidos pelo método
denominado de ajuste por minimos quadrados. Pode-se lancar mdo de vdrias
equagdes para proceder a estes cdlculos, porém uma das melhores formas € a
utilizagdo de equagGes matriciais. Uma discussdo detalhada pode ser encontrada
em Barros Neto et. al..”" Entretanto, dependendo do nimero de fatores, estes
cdlculos manuais seriam trabathosos, ja que envolveriam uma grande quantidade
de manipulagdes numéricas, e sendo assim a utilizagdo de programas
computacionais para este fim € uma pritica comum hoje em dia. Neste trabalho
estes cdlculos matricials foram realizados utilizando-se o software Scilab 3.0
[Copyright (¢) 1989-2004 - Consortium Scilab (INRIA, ENPC)] disponibilizado
gratuitamente na rede mundial de computadores. O apéndice 3 apresenta de forma
simplificada a rotina utilizada para o trabalho com tais matrizes neste programa.

Pfimeiramente obtém-se a matriz X (// x 6) em que suas seis colunas
correspondem aos seis termos do modelo quadrético nessa ordem (bg, by, by, by,

by e bp).
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0 0 0 0
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10 -42 02 0]

A primeira coluna da matriz refere-se ao termo independente by, enquanto
que a segunda e terceira colunas correspondem aos valores codificados dos fatores
Xj e xy. As trés proximas colunas referem-se a x/’, x2* € x;x5, nesta ordem. Para
obté-las eleva-se ao quadrado ou multiplica-se as colunas referentes aos fatores x;
e x; dispostos na matriz X ou na tabela 3. Considerando ainda a tabela 3 tem-se na
dltima coluna o valor de absorbincia obtido em cada ensaio. Estes valores

constituem o que se denomina de vetor y. Assim ter-se-d que:

[0,011]
0,104
0,049
0,266
0,128
y=|0,128
0,131
0,017
0,223
0,276
10,031

Seguindo o procedimento recomendado em Barros Neto et. al.®Y, calcula-

se X'X e X'y (onde X' refere-se & matriz transposta de X).
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(11 0 0 8 8 0 71,364
0 80 0 0 0 0,676
xix_|0 08 0 00 . Xly- 0,472
8 0 012 4 0 1,016
8 00 4 120 0,938
10 00 0 0 4] | 0,124 |

Em seguida faz-se o cdlculo da matriz inversa de X'X, obtendo:

173 0 0 -—1/6 -1/6 0
0 1/8 0 0 0 0
0 1/8 0 0 0

X'X)" =
~1/6 0 0 17/96 5/96 0
~1/6 0 0 5/96 17/96 0
0

0 0 0 1/4

A partir dessas matrizes pode-se obter o vetor b que contém os valores

numéricos dos estimadores dos pardmetros do modelo quadritico, conforme

apresentado na operagfio a seguir:

b= (XtX)-lXty
13 0 0 -1/6 -1/6 0] [1364] [ 0,129]

0 1/8 0 0 0 0 | |0,676 0,085

bo| O 0 18 0 0 0 N 0472| | 0,059
-1/6 0 0 17/9 5/96 0 | |1016 0,001
~1/6 0 0 5/96 17/96 0 | [0938] |-0,008

| 0 0 0 0 0 1/4] [0124] | 0,031

E dessa forma pode-se obter o modelo quadrético ajustado:
y =0,129 + 0,085x; + 0,059x; + 0,001x,* - 0,008, + 0,031x;x,

A superficie de resposta correspondente ao modelo ajustado € apresentada

na figura 21.
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AAbsorbancia

Figura 21 - Superficie de resposta a esquerda, optida a partir do modelo y =
0,129 + 0,085x; + 0,059x; + 0,001x;" - 0,008x,° + 0,031x;x5.
X; 2 varidvel escalonada para a concentragdo de HiPO.
Xo 2 varidvel escalonada para a concentragdo de glioxal.

Analisando a superficie da figura 21, evidencia-se uma tendéncia de
aumento do sinal analitico quando se aumenta tanto a concentragdo de H3iPO;
como a do glioxal. Isto pode ser visto mais claramente quando se obtém as curvas
de nivel da superficie anterior, que estd apresentada na figura 22.

Pode-se ver claramente pela seta sobre a figura 22 que & medida que se
aumenta simultaneamente a concentracio de HiPO; e glioxal tem-se um aumento
do sinal analitico. Porém, ainda ndo se tem uma regido de maximo definida e,
assim para se encontrar tal regidio e quem sabe aumentar ainda mais o sinal
analitico deve-se deslocar a regido experimental para valores maiores de X; e X5.
Este deslocamento deve ser realizado segundo um caminho em que a superficie
obtida tenha a maxima inclinagdo, uma vez que se procedendo assim, pode-se

progredir mais rapidamente em dire¢iio as condigdes de maximo.
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Figura 22 - Curvas de nivel dczscritas pelo7 modelo y = 0,129 + 0,084x; +
0,059x, + 0,001x;," - 0,008x2" + 0,031x;x;. A linha tracejada
indica aproximadamente a trajetdria de mdxima inclinacfio
partindo do ponto central do planejamento.

X; 2 varidvel escalonada para a concentragdo de H;PO.
Xz =2 varidvel escalonada para a concentragdo de glioxal.

O caminho de mdxima inclinag¢do saindo do ponto central do planejamento
estd representado pela seta sobre a figura 22. Ele pode ser obtido algebricamente
através dos coeficientes dos termos lineares do modelo que neste caso siio b, e b,.
Para que se tenha a méxima inclinagfio, deve se realizar deslocamentos ao longo
dos eixos X, e X; na propor¢o ba/b;.

A partir dos valores obtidos para estes coeficientes tem-se que by/b; =
0,059/0,084 = 0,702, o que significa que para cada unidade avancada no eixo
X(H3PO,) deve-se avangar apenas 0,702 unidades em X; (glioxal). Isto indica que
o sistema requer um aumento maior da concentragio de H3PO; em relagio a
concentracio de glioxal, para que se aumente o sinal analitico. Esta andlise estd
em acordo com o que foi obtido anteriormente para o efeito principal de cada um
dos reagentes, quando entdo o efeito principal do H3PO; se apresentou maior do

que o do glioxal.
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A tabela 4 apresenta as coordenadas dos vérios pontos ao longo da
trajetéria de mdxima inclina¢io em termos das varidveis codificadas, os
respectivos valores de concentragio de H3PO, e glioxal, assim como o valor de

absorbéancia obtido para cada ensaio.

Tabela 4 ~ Coordenadas do caminho de miéxima inclinagiio para o modelo da

figura 21.
Etapa X X; [H3PO,] [glioxal] AAbs
Centro 0 0 80x 10~ 1,4 x 107 0,128
Centro + A ] 0,7 12,0x 107 2,2x 107 0,256
Centro +24 2 14 16,0 x 107 2,5x107 0256
Centro +34 3 2,1 20,0 x 10* 3.1x107 0,233
Centro +44 4 2,8 240x10°  36x107 0,193
Centro +54 5 35 280x10°  42x10? 0218

Realizando os experimentos nas condigdes especificadas obtiveram-se og
resultados  apresentados anteriormente. Estes podem ser representados

graficamente, conforme se faz na figura 23.

40 1 0218 //
3,5 g
0,193 /
3,0 4 /
2,5 j 0,23?/_./
» Wz
»x 2,0 4 //
0,256 -
1,5 4 //D/
1,0 0,256
9,5 4
0,0 £ T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
%

Figura 23 - Resultados dos experimentos realizados na trajetéria de mdxima
inclinagdo.
Xi 2 varidvel escalonada para a concentragéo de Hi:POs,
X, 2 varidvel escalonada para a concentragdo de glioxal.
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Observa-se que inicialmente hd um aumento do sinal analitico, porém a

partir do terceiro experimento tem-s¢ uma diminui¢do deste. Isto pode ser

interpretado como sendo uma situaciio em que inicialmente estd se “escalando” a

superficie e a partir do terceiro ensalo se estd “descendo” sobre a superficie para

uma regidio de sinais menores e varidvelis.

Sendo assim, explorou-se a nova regiio buscando verificar se hd realmente

uma condi¢iio de mdximo. Para isso, faz-se necessdrio um novo planejamento

como o primeiro, porém agora o ponto central (0,0) serd nas condi¢des do ensaio

que apresentou a melhor resposta. A nova matriz planejamento € apresentada na

tabela 5, juntamente com as respostas observadas nos ensaios realizados.

Tabela 5 - Resultados do planejamento em estrela.

O

Ensaio [H3iPO;], mol/L.  [Glioxal], mol/L Xi Xz AAbs
1 0,080 0,014 -1 -1 0,202
2 0,160 0,014 +1 -1 0,284
3 0,080 0,030 1 A 0242
4 0,160 0,030 +1 +1 0,266
5 0,120 0,022 0 0 0,271
6 0,120 0,022 0 0 0.272
7 0,120 0,022 0 0 0,276
8 0,063 0,022 A 0 0203
9 0,120 0,033 0 ﬁ 0,253

10 0,177 0,022 \/E)_- 0 0,277
11 0,120 0,011 0 _\/5 0,249

A partir dos resultados apresentados na tabela 5 e dos cdlculos matriciais

obtém-se um novo modelo quadrdtico que € dado por:

y = 0,273 + 0,026x; + 0,004x; - 0,016x,” - 0,010x,” - 0,015x;x;

A superficie de resposta correspondente a este modelo estd apresentada na

figura 24,

n
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Figura 24 Superfici
- perficie de resposta obtida a parti
partir do -
())(,026x1 +'Q,004x2 - 0,016x,2 - 0,010%;% - 0 O;T;C;dilo y = 0,273 +
X1 _";‘ V(H'l.qvel escalonada para a CO’lCC’IZI;agdo ldez H P
» = varidvel escalonada para a concentragdo de gi;'o 021.
: xal.

] Analisando a figura anterior ja se pode observar pelas projecdes a obtenci
e um ponto de maximo. Isto fica mais claro quando se obtém as curv: -O tenfgao
dessa superficie, conforme apresentado na figura 25. ras de nivel

X A superficie tem um ponto mdximo situado aproximadamente em X
> = -1. Isto corresponde a uma [HiPOs] = 0,160 mol/L e uma [Glioxal —I .
mol/L. Quando se analisa o valor de absorbéncia nesse ponto (AAbs = 0] 2_ -
relagio ao valor obtido no ponto central do primeiro planejament— ’A84) -
0,12’9.), que foram as condigdes iniciais, tem-se um ganho de 1’)0(:7( Ab-s )
analitico. Isso evidencia a eficiéncia da metodologia de quperffci; do oo
‘ e resposta

empregada nesta otimizagio.
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Figura 25 - Curvas de nivel d;scritas pelo modelo y = 0,273 + 0,026x; +
0,004x, - 0,016x;" - 0,010x;" - 0,015x;x2. A linha tracejada € a
trajetoria de méaxima inclinacdo partindo do ponto central do

planejamento.
Xy =2 varidvel escalonada para a concentragdo de H;:PO;
X, = varidvel escalonada para a concentragio de glioxal.

Uma vez otimizada as condigdes fez-se uma curva analitica de calibracfo
k4

apresentada na figura 26.
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Figura 26 - Curva analitica de calibragéo para a determinagio de Se(IV).
- Jimite de detec¢do de 3,1 ng/mL calculado em relagio ao
desvio padrdo do branco
- limite de quantificac@o de 14,1 ng/mL calculado em relacio ao
desvio padrdo do branco
- faixa linear de 0,01 — 0,12 pg/mL.

A curva analitica de calibracio apresentada na figura 26 apresenta um
limite de deteccio (LD = 3sprance) de 3,1 ng/mL e limite de quantificagio (LQ =
105p,0n0) de 14,1 ng/mL, calculado em relaciio ao desvio padrio do branco (Shranco

=0,001) (n = 10 ensaios), e possui faixa linear de 0,01 ~ 0,12 pg/mL.

IV.8) AVALIACAO DO ION BROMETO COMO ATIVADOR

Como citado anteriormente um dos maiores desafios da quimica analitica é
o desenvolvimento de metodologia simples, com alta sensibilidade e baixo limite
de deteccio.

Além das possibilidades jd mencionadas para se aumentar a sensibilidade
de um método catalitico, ressalta-se ainda a utilizagdo de um indicador com alta
absortividade molar (&), quando entdo se da preferéncia ao emprego de corantes
altamente sensiveis para tais determinagées.(2 139
Por outro lado, ¢ muito comum a utilizagdo de um ativador juntamente

com o catalisador da reaciio para aumentar o sinal analitico. ©6)



Por definiciio, um ativador ¢ uma substéiincia que ndo catalisa a reagdo, mas
aumenta fortemente sua velocidade na presenga de certos catalisadores.

Sendo assim, a ativagio € uma modificagiio do efeito catalitico que do
ponto de vista analtico, d4 uma melhor sensibilidade ¢ um limite de deteccio
mais baixo em uma determinagao catalitica.

Os mecanismos de agdo dos ativadores no processo catalitico podem
diferir  consideravelmente ~de uma situagio para outra dependendo
primordialmente do tipo de interagdo entre catalisador-ativador e a etapa da reagdo
afetada pela presenga do ativador. Isto levou a classificagdio dos ativadores em trés
grupos:

- ativadores que afetam a interagao do catalisador com o reagente;
- catalisadores que participam da regeneragio do catalisador;
- ativadores que atuam indiretamente no processo catalitico.
Uma discussiio detalhada sobre estes grupos pode ser encontrada em

Bontchev(‘“’ e Mottola.m)

Kawashima e seus colaboradores®" encontraram que o {on brometo pode
ser utilizado como ativador na reagao de reducdo do TAN a DHTAN. Entretanto,
niio € entendido o mecanismo pelo qual este fon atua sobre a reacdo em estudo.

No sentido de aumentar o sinal analitico para a determinacdo de selénio,
procedeu-se a um estudo da influéncia desse ion sobre o sistema. Utilizando
concentragdes constantes de todos os reagentes envolvidos na reagiio, estudou-se o
comportamento do sinal analitico em relagdo a variaciio de concentraciio do fon
brometo no meio, para uma soluciio de Se(IV) 0,10 ug/mL. As concentracoes de

fons brometo foram de 10; 25: 50; 75; 100; 150; 200 e 250 mmol/L

O grifico da figura 27 apresenta os resultados obtidos para o estudo.
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Figura 27 - Influéncia da concentragio de fon Br™ no sinal analitico para

determinagiio de Se(IV).

Estudo realizado fora do sistema AFCM ¢ Se(IV) na concentragdo de 0.10 pp/ml

Analisando o gréfico da figura 27, vé-se que na medida em que a
concentragiio do fon brometo € aumentada ocorre um aumento no sinal analitico
atingindo um certo patamar na faixa de 50 x 10™ = 100 x 107 mol/L. A partir
desta concentragiio observa-se uma queda no sinal analitico. Este comportamento
¢ caracteristico de virios ativadores.”>** Com base nestes resultados optou-se por
usar uma concentra¢io de 75 mmol/L do referido ativador no sistema.

Definida a concentragio Gtima do ativador obteve-se uma curva analitica
de calibragdo para o Se(IV), a qual € dada pela equagio AAbs = 1,173Cseqvy +
0,0014 com uma correlagio r* = 0,9993 e limite de detec¢io(LD = 3s,,,,...) de 2,6
ng/mL, calculado em relagio ao desvio padrao do branco para um conjunto de 8
replicatas que apresentaram um Spranco = 0,0015; limite de quantificagio (LQ =

108pranco) de 11,6 ng/mL (INMETRO)®” ¢; linearidade até 0,12 pg/mL.

57



0,200 -
0,180

0,180

= 2
=
&
=T

o
—
o
o

0,080

AnbsorbSncia

0,060

T T . .

0

0,000 4 T T T T

0,00 003 006 009 012 015 018 021 024
! )

Conprys 20IML

Curva analitica de calibragdo para a determinacio de Se(IV).

> LD - limite de detecgdo de 2,6 ng/mL calculado em relagio ao
desvio padrio do branco.

- LQ - limite de quantificagdo de 11,6 ng/mL

- faixa linear de 0,01 — 0,12 pg/mL.

Figura 28 -

Comparando os resultados obtidos com uma curva analftica de calibracio
obtida na auséncia do ativador (AAbs = 0,638Cs.qvy + 0,0010) observa-se um
aumento de aproximadamente 84% no sinal analitico. A figura 29 compara as
duas curvas obtidas na auséncia e presenca do ativador.

0,160
AAbs =1,173C,,, +0,0014

0,140 - - 0,900

0,120
0,100 -

)
‘5 0,080 -
AAbs =0,638C;,,,, +0,0010

0,060 R? = 0,9991

0,040 -

"'—'-"'_'T-"‘—’_',___'——M"V-”—__’MW
003 006 009 012 015

Coeryys Ma/mlL

0,000 4
0,00

Curvas analiticas de calibragio para a determinaciio de Se(IV) na

Figura 29 -
presenga e na auséncia do fon brometo como ativador da reagio.
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Conclui-se dessa forma que hd um ganho considerdvel de sensibilidade
quando se faz uso do fon brometo como ativador da reagio. Um fato bastante
interessante que jd foi colocado € que a reagiio na auséncia de selénio nio sofre
nenhum efeito do fon brometo, ou scja, tem-se um branco de reagentes que nio €

afetado pela presenca de Br'.

IV.9) ESTUDO DE PRECISAO AO LONGO DA CURVA DE
CALIBRACAO

Foram escolhidos dois pontos extremos da dltima curva analitica de
calibragio, um em 0,02 ug/mL e outro a 0,10 pg/mL para a realizagio de uma
série de 8 ensaios em cada ponto. A tabela 6 apresenta o resultado obtido e o erro

relativo para cada ponto.

Tabela 6 — Avaliagio do erro em pontos extremos da curva analitica de

calibracdo.
m
Se(IV), ug/mL AADSopido AADSprevisia Erro relativo (%)
0,02 0,024 0,025 33
0,10 0,116 0,119 23

ﬁ

Pode-se observar que os erros relativos sao pequenos. No extremo superior
ele ¢ um pouco menor do que aquele obtido para o extremo inferior, o que pode
ser entendido com sendo uma condigdio em que quanto menor for a concentragfio a

ser determinada maior serd a incerteza sobre tal medida.

IV.10) ESTUDO DE [ONS INTERFERENTES

Uma das ectapas mais importantes no desenvolvimento de uma

metodologia analitica € aquela relacionada a sua aplicaciio em amostras reais. A
exatiddo de um método depende da sua seletividade sobre o analito. Mesmo og

melhores métodos ndo estdo livres de interferéncia de outras espécies que
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modificam o sinal analitico. Interferentes potenciais podem ocorrer na propria
amostra de interesse. Neste caso, tem-se como principal problema a interferéncia
de espécies que ocorrem junto com o analito de interesse e, sendo assim alguma
acllo tem que ser desenvolvida no sentido de eliminar ou minimizar seus efeitos.
Aqui cabe entdo ao analista elaborar uma estratégia simples e eficiente para
contornar este inconveniente de forma a se obter uma resposta condizente com o
nivel real da espécie em estudo na amostra.

GO L mgintac m .
os seguintes elementos niio interferem

Segundo Kawashima e Tanaka
na determinacio de selénio usando-se o procedimento recomendado por eles na
determinacio de 0,106 pg de selénio (em um volume de 6,10 mL de solugdo
final), pelo menos nas quantidades especificadas: Mg(Il) (1 mg), Ca(Il) (1mg),
Co(ll) (1 mg), Ni(Il) (Img), Al(HI) (I mg), As(IIl) (0,15 mg), As(V) (0,15 mg),
7n(ID) (0,1 mg), Pb(ID) (0,1 mg), Cd(I) (0,1 mg), Sn(IV) (0,1 mg), Mo(VI) (0,01
mg), NaCl (20 mg), KCI (20 mg), NH.CI (20 mg), (NH4)2SO4 (20 mg), KNO; (20
mg), dcido tartdrico (20 mg).

Por outro lado, Ba(ll) (1 mg), Fe(lll) (I mg) e Mn(l) (0,01 mg) dio
origem a interferéncia negativa. Com Cu(Il) (0,01 mg), V(V) (0,1 mg) e W(VI)
(0,1 mg), interferéncias positivas sdo observadas. Estes elementos podem atuar
como catalisadores no desenvolvimento de cor. A interferéncia positiva do Sbh(IIl)
(240 ung) pode ser eliminada efetivamente por dcido tartdrico. Bi(IIl), Sn(Il),
Te(IV) e iodeto devem ser evitados, pois o modo de desenvolvimento de cor é
diferente na presenga desses elementos. Entretanto a presenca de Sn(ll) e iodeto
juntos com Se(IV) na mesma matriz € bastante improvavel.

Analisando valores de intervalo de referéncia para elementos trago no
cabelo humano(45 ) tem-se que nos valores de concentracdio acima apenas os fons
Cu(Il), Zn(lI), Fe(lll), V(V) ¢ Mn(Il) constituem espécies Interferentes sobre a

metodologia em estudo. A tabela 7 apresenta os intervalos de referéncia para cada

um destes fons no cabelo humano.
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Tabela 7 - Intervalos de referéncia (IR — 68%) para alguns elementos menores e

traco em cabelo do escalpo, utilizados para a populagio urbana do Rio de Janeiro;

dados da PUC-Rio.”
Elemento Intervalo (ug/g de cabelo)
Vanddio (V) 0,006 - 0,04
Ferro (Fe) 7,017
Manganés (Mn) 0,15~1.0
Cobre (Cu) 1035
Zinco (Zn) 138 =240

____—_’______’_——————v———_—___—__—————‘——————__—v

A partir dos valores de intervalo de referéncia anteriores, procedeu-se a um
estudo de interferéncia desses fons em dois valores de concentracio (0,03 e 0,09
ng/mL de Se(1V)) sobre a curva analitica de calibragdo representada na figura 28.
O valor testado em todos 0s €asos foi sempre o limite superior do intervalo. Sendo
assim, necessitou-se de fazer um cdlculo da concentracio de cada wm dos
elementos interferentes em uma solugio amostra. De acordo com Carneiro et.
al. ¥ o procedimento adotado em tais determinagdes partia de uma amostra de
cabelo com massa 0,250 g e apss todo o tratamento de solubilizagiio da mesma
esta era diluida para um volume final de 25 mL guando entdio se procedia com as
medidas que resultaram nos intervalos apresentados na tabela 7. A partir dai €
possivel realizar os calculos para se determinar as concentragdes de cada um dos

fons na solucio final de 25 mL, conforme apresentado na tabela 8.

Tabela 8 — Valores de concentragao de cada interferente nas solugdes obtidas de

cabelo humano.

Elemento Intervalo (ug/g de Limite superior Concentracao
cabelo) (ng/mL) estudada, pg/mL
Vanddio (V) 0,006 - 0,04 0,0004 0,0004
Ferro (Fe) 70-17 0,17 0,20
Manganés (Mn) 0,15-1,0 0,01 0,01
Cobre (Cu) 10-35 0,35 04
Zinco (Zn) 138 - 240 2.4 4

W
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A udltima coluna da tabela anterior refere-se aos arredondamentos de ordem
pratica (sempre para cima) dos valores de concentragio que foi estudado para

cada um dos interferentes. Como Kawashima ¢ Tanaka"™™

realizaram estudos
individuais para cada um desses ions na determinagiio de selénio, optou-se aqui
por realizar um estudo da forma que esses jons sdio realmente encontrados na
amostra, ou seja, juntos. Preparando-se solugdes nas concentragdes especificadas
anteriormente realizou-se um estudo na presenga e na auséncia dos interferentes.
A tabela 9 apresenta os resultados obtidos no estudo, assim como

diferenca percentual entre o valor esperado e o valor encontrado.

Tabela 9 — Resultados para estudo de interferéncia.
M

[Se(IV)] adicionados HG mL'1 [Se(IV)]encontradas HG mL’ %diferenca
0,03 0,14 365,43
0,09 0,16 80,04

P e — —————————

Dos resultados anteriores conclui-se que tais fons nas suas respectivas
concentracdes interferem fortemente na determinagio de sclénio. Percebe-se ainda
que o problema se torna mais grave para concentragdes mais baixas de selénio. De
posse desses resultados a estratégia tomada foi a de se fazer uma extragio prévia

para a eliminagdo dessas espécies interferentes.

1V.11) ELIMINACAO DOS INTERFERENTES

Dois métodos sdo geralmente empregados para eliminar interferentes. O
primeiro faz uso de agentes mascarantes para imobilizar ou se ligar quimicamente
a0 interferente de forma que o mesmo ndo mais contribua para altera¢io do sinal
analitico. O segundo método envolve a conversio do analito ou interferentes em
espécies que possam Ser separadas uma da outra mecanicamente. 2.2

Uma alternativa vidvel encontrada no presente caso foi a de se fazer uma
separagdo dos fons interferentes através de uma extracio liquido-liquido. Para tal

empregou-se o dietilditiocarbamato de sodio (NaDDC), cuja estrutura quimica ¢

apresentada na figura 30.
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Figura 30 -  Estrutura do dietilditiocarbamato de sédio.

Este composto dependendo do pH reage com vdrios fons para formar
complexos que podem ser facilmente extraidos para um solvente orgénico tal
como o tetracloreto de carbono. O niimero de elementos quimicos que podem ser
extraidos com este reagente ¢ muito grande, porém uma vantagem sobre este tipo
de técnica € que com a simples varia¢io do pH pode-se conseguir a separagio de
vérias espécies até mesmo individualmente. A figura 31 apresenta os intervalos de

pH em que os interferentes anteriormente citados podem ser extraidos. 50y

! ! } : C 1T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 1 by Swm
f } } t Fe(II1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 )
1 ) 1 ] —W_}___'___{ 7
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[ | | 1 ] J jemcsnirmr— i ——— | } 1 ' Mn(Il
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e f—— |4y
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b —— L L Se(IV)
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ww Faixa de pH para extragao quantitativa com NaDDC

Figura 31 - Faixa étima de pH para extrac¢io quantitativa de fons com NaDDC
e tetracloreto de carbono.

Conforme pode ser verificado na figura anterior todos os {ons interferentes
assim como o analito (Se(IV)) podem ser extraidos com o NaDDC em uma dada
faixa de pH. E importante salientar aqui que em pH 7,5 Se(IV) praticamente nio &
extraido com NaDDC. Dai pode-se concluir da figura que se o pH do meio for
alterado para 10 consegue-sé realizar a extraglio quantitativa dos fons Cu(Il),

Fe(I1l), Zn(II) e Mn(ll), sem alterar os niveis de selénio na amostra. Dessa forma,
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o Se(IV) e o V(V) ficariam na fase aquosa, pois a faixa de pH em que esses ions
sio extrafdos quantitativamente ¢ praticamente a mesma. Nio sendo extraido no
processo, 0 fon V(V) continua sendo um interferente na determinagiio de selénio.
Uma saida encontrada foi de mascarar o seu efeito com tartarato de sédio ¢

potdssio, cuja estrutura quimica € apresentada a seguir.

0O OH
O

OH O Na*

Figura 32 -  Estrutura quimica do mascarante tartarato de s6dio e potdssio

K" O

O tartarato de sédio e potdssio atua no sentido de prevenir que o fon V(V)
tenha efeito sobre o sinal analitico e conseqiientemente ndo provoque um efro na
andlise.

Depois de realizado este estudo para a eliminacio dos interferentes
procedeu-se novamente a uma andlise em que agora se fez um processo de
extragio dos interferentes antes da mesma. A tabela 10 apresenta os resultados
para esta andlise sobre 05 dois pontos de concentraciio da curva analitica de

calibracdo.

Tabela 10 — Resultados para estudo de eliminacdo de interferéncia

_’HM

Se(IV)] zagonaor 19 ML [Se(IV)lenconasa, g Mk %diferenca
0,03 0,033 7,75
0,09 0,09, 1,52

F

Analisando os resultados apresentados na tabela anterior conclui-se que o
procedimento  proposto ¢ conveniente para eliminar os interferentes na
determinacdo de selénio em cabelo. Dessa torma, o préximo passo foi a aplicacdo

> i ¢

do método as amostras de cabelo.
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IV.12) APLICACAO DO METODO A AMOSTRAS DE CABELO

I1V.12.1) PREPARACAO DA AMOSTRA

A preparacdio da amostra € de fundamental importincia para o sucesso de
virios métodos analiticos. Embora algumas técnicas analiticas (tal com XRF —
fluoresncéncia por raio-X e atomizagio eletrotérmica) nem sempre requeiram a
dissolugiio da amostra sélida antes da medida, a maioria das medidas analiticas
que fazem usos de métodos altamente sensiveis (UV/VIS, AAS, ICP-AES etc)

;
sAo aplicados em solugdes da amostra. Existem vérios métodos para se proceder 2
decomposigiio de amostras sejam elas solidas ou liquidas. Sendo assim, tem-se
que o método de preparagdio da amostra a ser usado em determinada andlise ser
governado ndio apenas pela natureza e concentragdo do analito, mas também pela
técnica instrumental a ser utilizada. A tabela 1] apresenta os virios métodos que

podem ser usados para a preparagio de amostras para andlise.'”

Tabela 11 — Métodos de decomposicdo de amostras para andlise de elementos

trago.
W
| . Decomposiciio por via imida R

1.1 — em sistemas abertos
1.2 —em sistemas fechados (bombas de digestao)
- Com aquecimento convencional
- Com aquecimento por microondas
2 . Combustao
2.1 — em sistemas abertos
- Carbonizagio seca
- Carbonizaciio a baixa temperatura
2.2 — em sistemas fechados
- Frasco de combustdo
2.3 — em sistema dindmico

3. Fusido
_’—F—ﬁ



O método de decomposicio utilizado neste trabalho fo decomposigiio por
via umida em sistema aberto. O procedimento adotado foi aquele recomendado
por Huang et al." na determinagio de selénio em cabelo.

A decomposigiio de amostras de cabelo recomendada faz uso de solugdes
concentradas de HNOy/HClO, .

No processo de tratamento da amostra usa-se uma mistura fortemente
oxidante de HNOy/HCIO, e, ao final do processo requer-se uma etapa em que se
faga a redugfio do Se(VI) a Se(IV) ji que o método € especifico para este dltimo.

O procedimento mais comumente utilizado para a reducdo de Se(VI) a
Se(IV) envolve o aquecimento da amostra digerida com uma solugdo de HCI. Este
processo € bem documentado e recomenda-se que seja realizado em sisterna

aberto. A reagdo que ocorre pode ser escrita como segue: ©¥
HSeO; + 3H" + 2CI" 5 HaSeO; + Cly + H,0

Trabalhos anteriores tém estabelecido que a concentraciio étima de HCl
para uma redugdo quantitativa de Se(VI) a Se(IV) deve ser na faixa de 5 — 6
mol/L. A alta concentragio de H* e CI” na solugiio 5 — 6 mol/L combinada com a
baixa concentragiio de Cly (0 Se(IV) estd no nivel de tracos e maioria do cloro
formado € eliminado por evaporagdo) deslocard o equilibrio da rea¢iio anterior
para a direita. Uma concentragiio de HCl 6 mol/L permite uma recuperacio de
100% do analito.®”

A recomendagdo de que a reagdo de redugdo deva ser realizada em um
sistema aberto € pelo fato de que quando Se(VI) € reduzido pelo HCI 4 Se(1V), Cl,
também € formado. Em sistemas fechados este Cl, pode entio oxidar o Se(IV) a
SC(VD'(()O)

Por se tratar de um sistema aberto, uma preocupagdo importante € com
relaciio as perdas de analito por volatilizagiio durante o processo de digestdo. Para
verificar tal problema foi realizado um estudo de perda do selénio durante o
processo de decomposi¢do. Neste sentido, foi feito um “tratamento de amostra™
sem a presenga da amostra (cabelo), porém quantidades conhecidas de selénjo
foram colocadas no sistema para se realizar um estudo de recuperacio do mesmo.
Este estudo foi realizado em trés pontos da curva analitica de calibragiio (0,03;

0,06 e 0,09 ug/mL). A tabela 12 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 12 — Dados de recuperagio de selénio para procedimento de abertura da

amostra.
ﬁ
[Se(IV)] agcionado, K mL [Se(IV)]nconraca, g ML Recupera¢ao(%)*
0,03 0,02, 97.3
0,06 0,05, 98,5
0,09 0,084 99,3

F

st . . -~ A
Valores obtidos pelo mesmo procedimento gue foi usado para a amostra. na auséneia de cabelo (amostra).

Os resultados anteriores mostram que perda de selénio no processo de
abertura ¢ desprezivel € conclui-se que este método pode ser utilizado para

preparagio da amostra de selénio sem risco de perdas expressivas desse analito.

IV.12.2) ANALISE DE CABELO E TRATAMENTO ESTATISTICO

Resultados analiticos sdo na maioria das vezes empregados no sentido de

se obter informagdes relevantes sobre determinados sistemas. Dessa forma um

método analitico nio deve simplesmente fornecer valores numéricos mas também

a confiabilidade que se pode ter nestas medidas. A validagdio de uma metodologia
analitica vem assegurar €ssa confiabilidade nas andlises, Jd que € nesta etapa que

se estima a incerteza (erros) associada aos resultados que os procedimentos

fornecem. As fontes de erros sistematicos presentes em uma metodologia analitica

podem ser classificadas em quatro categorias: (1) erros constantes; (2) erros

proporcionais; (3) calibragio/sistema € (4) interferéncia direta.®" Os principais

erros que prejudicam a obtenciio de resultados fidedignos e que sdo estimados em

um processo de validagio sfo Os €ITOS proporcionals (que variam com a

concentragio) resultando em uma significativa variagdo do sinal analitico por

unidade de concentragdo do analito, também conhecido como efeito matriz, e

erros constantes (que ndo variam com a concentragio) e sao derivados de

| analitico sem ser atribuido ao analito. Os outros

variaces significantes n0 sina
(62)

dois tipos de ersos ndo podem ser diagnosticados estatisticamente.

Uma das limitagdes enfrentadas na validacdo de um método analitico ¢ a

falta de padrdes de referéncia, que possuem um nivel alto de exatiddo e métodos

- (63.64 , o o
de referéncia para comparagio."” ) Quando este for 0 caso o analista tem como
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recurso utilizar a metodologia de adigiio de padrdo para se fazer as devidas
S .o ) 65
inferéncias estatisticas sobre 0 método. ™

- . . (66-70 -
Conforme descrito na literatura, ™ " a validagio nesses casos pode ser

realizada a partir de trés conjuntos de experimentos para que se faga a aplicaco
do protocolo estatistico. Este procedimento se baseia na obtengo de trés curvas
de calibragfio: calibragdio com padriio (SC); calibragio pelo método das adigOes

padriio (AC) e calibragdo de Youden (YC).
A calibragdo padrdo (SC) foi obtida a partir de uma série de soluces

padrio de Se(1V). A calibragio pelo método das adigbes padrio foi realizada a

partir da utilizagdo de uma massa constante de cabelo juntamente com
quantidades crescentes de uma solucio padrio de Se(IV). A calibragio de Youden

foi executada a partir de solugdes contendo apenas a amostra de cabelo em

diferentes concentracdes (expressadas como quantidade de cabelo por unidade de

volume de solugdo). Esta dltima calibragio que se obtém, de acordo com a

definicdio, ndo pode ser considerada como uma curva de calibragdo “verdadeira”,
j4 que nenhum padrao ¢ usado para obté-la.
O estudo estatistico fol realizado sobre uma amostra de cabelo de um dos

seis individuos analisados. Todos os individuos estdo na faixa etdria de 20 a 35

anos. A tabela 13 apresenta oS resultados obtidos nas trés calibragOes.

Tabela 13 - Sinais analiticos obtidos para estabelecimento de SC, ACe YC.

ﬂ
Calibracio Concentragao de Se(IV)  Concentragiio de amostra  AAbs*
padrio (ug/mL) de cabelo (mg/mL)
SC 0 0 0,000,
0,035 0 0,042,
0,070 0 0,083,
AC 0 8 0,023
0,035 8 0,0625
0,070 8 0,1065
Ye 0 8 0,023
0 10 0,028,
0 12 0,034,

_—_____________-_’__,_—__——————————_—‘___._——__————_—__————“

=i: (1 H H M Y ratae
Valores médios obtidos a partir de 5 replicatas.
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As curvas SC e AC obtidas a partir dos resuitados da tabela anterior, estiio

apresentas na figura 33.

aMétodoAC o MétodoSC |
0,120 -
AAbs = 1,1896Ceqyy) + 0,0224
0,100 - R%=0,9989
0,080 A
4
ﬁ 0,060 -
0,040
0,0ZO . AAbs = 1/1857CSE(IV) + 0,0002
R?=1
0,000 e A S
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
Cseavy, /ML
Figura 33 - Curvas analiticas de calibragio obtidas pelo método padrio (SC) e

pelo método de adiglio padrio (AC).

A comparagio, usando o teste t-Student, dos coeficientes angulares das
curvas obtidas das calibragdes SC e AC pode levar a duas conclusdes: a) a
diferenga entre dois coeficientes ¢ significativa, indicando dessa forma a
existéncia de erro sistemdtico proporcional, ou b) a diferenca entre os dois
coeficientes ndo € significativa e, neste caso a metodologia de adi¢iio padriio pode
ser utilizada para validar a metodologia. No ultimo caso, torna-se necessrio entio
verificar se os coeficientes lineares de SC e YC siio significativamente diferentes,
que indicaria assim a existéncia de erro sistemitico devido ao efeito matriz na
amostra de cabelo.

O Apéndice 4 apresenta em detalhes o tratamento estatfstico envolvido no
teste t-Student para comparagdo dos coeficientes angulares das duas curvas
apresentadas na figura 33. Com relagdo ao teste, levantam-se duas hipéteses
denotadas por H, (hipotese nula) e Hy (hipdtese alternativa). Sendo curvas de
equago geral, y = bx +a, H, - bsc = bac e Ha 2 bsc # bac. A hipétese nula (H,)
deverd ser rejeitada se It(.(,,(.,,/(,(/,,l 2 tubelado- O valor encontrado no teste foi de 0,097,
Consultando uma tabela de distribui¢do t de Student encontra-se um valor de
4,303 para 2 graus de liberdade. Dessa forma tem-se que:

lfl'ul('u/u(/«ﬁl < labeludo € Hr' deve ser aceita.
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A conclusdo € a de que as calibracdes SC e AC possuem coeficientes
angulares estatisticamente iguais e, portanto nio h4 evidéncia de erro proporcional
no método para determinagiio de selénio.

A figura 34 apresenta a curva YC obtida na determinagiio de selénio em

amostra de cabelo.

0,020 -
= AAbs= 0,0027C, e, + 0,0011
R? = 0,9982

e e e - — |

0,000 - : : :
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentragdo de cabelo, mg/mi

Figura 34 - Curva obtida pelo método de Youden (YC),

O préximo passo fol realizar o teste t para comparagdo dos coeficientes
lineares de SC ¢ YC. De modo andlogo ao anterior tem-se que as hipéteses sio as
de que H, : asc = ayce Hy : asc # ayc. O valor encontrado para t no teste foi de
0,360. Consultando uma tabela de distribui¢io t de Student encontra-se um vajor
de 3,182 para 3 graus de liberdade. Dessa forma tem-se que:

Feateutadol < apetado € Ho deve ser aceita.

Este resultado significa que os coeficientes lineares das duag regressdes
sdo estatisticamente iguais, ou seja, ndo ha diferenga significativa entre eles, e
conclui-se assim a inexisténcia de efeito matriz na determinagiio de selénio em
amostras de cabelo por este método.

A exatidio do método foi entdo verificada comparando-se os valores de
analito encontrado a partir de SC e AC usando o teste ¢ para comparaciio de duas
médias. Na tabela 14 é apresentada uma comparagio entre os valores de Se(IV)

encontrados no cabelo do individuo 1 pela SC e AC.
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Tabela 14 — Comparacio de duas médias de niveis de Se(IV) através do teste t
obtidas através de SC e AC para niveis dc selénio encontrados em amostra de

cabelo do individuo 1.
m

AAbs = Cabelo* Cseav) -sc Csetv) - AC
ug/mL g/mL
0,024 0,020 0,020
0,019 0,016 0,015
0,024 0,020 0,020
0,024 0,020 0.019
0,023 0,019 0,020

A tabela 15 apresenta os resultados para a comparagiio executada no
[4

. e ® ~
software Microcal™ Origin™, Versdo 6.0.

Tabela 15 — Resultados da comparacdo entre médias dependentes realizadas no

Origin 6.0.
h

Calibracdo Média Variancia N

SC 0,0190 3,0x 10° 5

AC 0,0188 4,7x 10° 5

t=0,53452

p=0,62131

Ao nivel de 0,05;

as duas médias NAO sio significativamente diferentes.
#ﬁ
Como se observa do resultado anterior ndo hd diferenga significativa entre

o valor encontrado através de SC e AC. Sendo assim, o individuo 1 possui em

média 2,36 g de Se(IV) por g de cabelo.

Portanto, a partir de todas as consideragdes anteriores pode-se concluir que

o método aqui utilizado possui exatiddo suficiente para ser aplicado a amostras de
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cabelo. Deixa-se claro aqui que este néio € o procedimento mais recomendado para
validagdo de um método e resultados melhores talvez poderiam ser obtidos 1
partir de padrdes de referéncia. Entretanto, o procedimento aqui utilizado tem sido
empregado com sucesso na validagio de uma série de metodologias, ©57

Na tabela 16, € apresentado ainda os resultados de andlise de cabelo para

mais 5 individuos.

Tabela 16 — Resultados da andlise de selénio em amostras de cabelo.

Individuo AAbs 2 Cabelo Cseqvy Csearvy
ng/mL ug/g de cabelo
1 0,023 0,019 2.36
2 0,036 0,030 3,77
3 0,032 0,027 3,35
4 0,027 0,023 2.83
5 0,029 0,024 3,04
6 0,026 0,022 2,72

W——-\

Os resultados da tabela anterior quando comparados com aqueles obtidos
por Campos et'al.,“” apresentaram niveis de selénio comumente encontrados em
humanos. Pozebon™*" e colaboradores afirmam que concentragoes normais vio de
0,002 a 6,6 pug de selénio por grama de cabelo. Dessa forma tem-se que os
resultados obtidos estdo dentro do um intervalo aceitdvel, garantindo assim que

tais individuos apresentam niveis normais de selénio no organismo.



V) CONCLUSOES

“Analytical chemistry is g metrological

science that develops, optimizes and applies material
methodological and strategic tools of nﬂ'ide/\"

variable nature (chemical, physical, mar/ze‘mati(:a},
bzochcmia.zl, biological, erc. ) which materialize in
measuring processes intended to derive quality

( bio)chemical information of both a partial [ presencc;-
concentration-structure of bio( chemical)
analyte-species ] and global nature on materials or
systems of widely variable nature (chemical biochemical
and biological) in space and time mn order

10 solve measuring problems posed by scientific,
technical and social 1)1‘(;b!err1.3'. »i72)

Valcdreel

A metodologia aqui proposta apresentou como caracteristicas os seguintes

pardmetros:

= LD - limite de detecgio de 2,6 ng/mL de Se(IV)
= LQ - limite de quantificagio de 11,6 ng/mL de Se(IV)
= faixa linear de 0,01 - 0,12 pg/mL de Se(IV)

— Sensibilidade analitica (y= m/s,, onde s, = 0,0015) de 782.2.
~ Curva analitica AAbs = 1,173Cseqv) + 0,0014 = 0,9993

O estudo da concentragio de H”, através da adiciio de HC] Mostrou que os
sistema reacional depende fortemente do pH, sendo a concentracio étima de H*
(na forma de HCI) de 0,05 mol/L.

A otimizagdo do sistema reacional utilizando planejamento fatorial
apresenton evidéncias de que hd uma interagio entre HiPO, e glioxal, e 4
metodologia de superficies de resposta permitiu definir como concentragdes
Stimas dessas espécies 0,160 mol/L e 0,014 mol/L, respectivamente. Essas novas
concentragdes proporcionaram um ganho de 120 % no sinal analitico,

O estudo do efeito do ativador Br™ permitiu concluir que a concentragio
tima deste no meio reacional € de 75 mmol/L. A utiliza¢io deste ativador
permite um ganho de 84% no sinal analitico.

Aplicando-se o método proposto na andlise de amostras de cabelo
verificou-se que a extragio com NaDDC 0,1% m/v a pH 10 foi eficiente para a
eliminacio das interferéncias de Cu(Il), Zn(Il), Fe(ll) e Mn(lI), enquanto g

utilizagio de tartarato de sédio e potdssio mascara a interferéncia de V(V).
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A partir da andlise estatistica do método utilizando a metodologia das
adicOes padrio, constatou-se que € vidvel a sua aplicaciio na determinaciio de
Se(IV) em amostras de cabelo humano, uma vez que o método apresenta exatidio,

A adaptagio do método ao sistema de AFCM permite uma freqiiéncia
analitica de 50 a 55 amostras por hora, ou 18 amostras por hora com triplicatas.
Além disso, devido ao fato de métodos cataliticos incluirem o tempo como uma
varidvel experimental, hd uma dificuldade na reprodutibilidade em processos
estdticos. Por outro lado, a andlise em fluxo continuo monossegmentado (AFCM),
opera a tempo constante eliminando assim este inconveniente.,

A metodologia aqui desenvolvida utiliza equipamentos simples e reagentes
acessiveis a maioria dos laboratorios. No geral a metodologia é simples e eficiente

na determinacio de selénio a niveis de trago.
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VI) PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

“Hd wum dom acima de todos os outros que torna o homem
iinico entre os animais [...] o imenso prazer de exercer ¢
aprimorar sua habilidade [...] A descoberta é uma dupla

relacdo de andlise e sintese juntas. Como andlise, ela sonda
a procura do que ja existe [...] Como sintese, une as partes
de maneira que a mente criativa transcenda o esqueleto
simples fornecido pela natureza.”

Juacob Bronowski

Em virtude dos resultados apresentados pode se propor exploragGes deste
método quanto a:

1) Elucidagio do mecanismo da reacdo de catdlise, pois a partir deste pode-se
proceder a estudos de novos ativadores para serem aplicados no método e
quem sabe aumentar ainda mais a sensibilidade deste e até mesmo
diminuir o tempo de reagao.

2) Outra proposta interessante seria quanto a aplicagio desta metodologia a
diferentes tipos de amostras para monitoramento das quantidades de

selénio.
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VII) APENDICES

VIIL.1) APENDICE 1

VII.1.1) Sintese do DAP- Primeiro Método
Neste procedimento, 11,82 g (44 mmol) de FeCl3.6H,0 foram dissolvidas

em 100 mL de dgua destilada e, a solucio resultante foi adicionada a uma outra
solugiio contendo 2,16 g (20 mmol) de 1,2-diaminobenzeno (Aldrich) e 1,4 mL de
HCI em 100 mL de dgua sob agitacdo, a temperatura ambiente. Um precipitado
vermelho forma-se imediatamente. Para recristalizaciio, o precipitado foi filtrado e
dissolvido em dgua quente. Ao se resfriar a solugdo o produto cristaliza na forma
de agulhas. A seguir o precipitado foi filtrado e lavado com éter etilico virias
vezes. O processo de recristalizagdo {oi repetido por mais duas vezes, 40

A reagio envolvida na sintese € apresentada a seguir:

NH, N NH,
3+ N

2 + 6Fe” + BFe® 4+ oM’
—

NH,

1.2-diaminobenzeno 2.3-diaminofenazinag (DAP)

VII.1.2) Sintese do DAP — Segundo Método

Em um frasco de 125 mL I,2-dlaminobenzeno (0,944 g 87 mmol)
(Aldrich) foi agitado com uma solugio de HCI 1 mol/L (25 mL) a temperatura
ambiente. Persulfato de amonio, (NH4):S:0s, (2,000 g, 8,7 mmol) (Reagen)
dissolvido em 15 mL de dgua destilada, foi adicionado a soluciio da amina gota a
gota com agitagio por um perfodo de 10 minutos, a temperatura de 2342 °C. A
solugiio permanece com agitagio por mais 30 minutos. Posteriormente foi deixada
em repouso por uma noite a temperatura ambiente sem agitagiio. No dia seguinte o
precipitado vermelho-marrom foi filtrado a vicuo e lavado vérias vezes com THE
(tetraidrofurano). O produto foi purificado por cromatografia em silica gel
usando-se como fase mével uma mistura de CHCI/CsHsOH = 19:1 (volume).

A reagiio de oxidagiio do 1,2-diaminobenzeno envolvida neste processo ¢

s (47)
apresentada a seguir:

76



o AN NH,
2 + 3 (NH}),S8:05 =25 »
412928 HC! + 6 NH4HSO4
=
NH, " ",

1,2-diaminobenzeno 2,3-diaminofenazina (DAP)

SISBI/UFU
220662

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Biblioteca
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VIL2) APENDICE 2 - Preparacies e Purifica¢des

VIL2.1) Preparo de solugoes’ - Solugdes de trabatho

= Solugio de limpeza da linha carregadora (HCI - 0,3 mol/L) - diluiu-se 25,5 mL

de HCI concentrado (Dindmica) em dgua até ! litro.

= Solugdo de DAP (1,5 x 107 mol/L) - pesou-se 0,0280 g de cloridrato de DAP,
transterindo-o  para  um balio volumétrico de | litro. Adicionou-se
aproximadamente 300 mL de dgua deionizada seguido de 17 mL de HC)

concentrado (Dindmica). Em seguida o volume foi completado a 1000 mL com

dgua deionizada.

= Solugiio de glioxal (1,4 x 107 mol/L) — transferiu-se uma aliquota de 0,60 m[
de glioxal concentrado (40%) (Vetec) para um balio volumétrico de 50,0 mL,

sendo em seguida completado com dgua deionizada até a marca,

- Solugiio de H3PO: (16,0 x 107 mol/L) - transferiu-se uma aliquota de 3,20 mL
de H3PO; (Synth) concentrado (50%) para um baldo volumétrico de 50,0 mL,

sendo em seguida completado com dgua deionizada até a marca.

~ Preparo de solugdo estoque de selénio I mg/mL ~ um padriio de 1000 mg de Se
em HNO; 6,3% (Merck) foi transferido para um balio volumétrico de | L, sendo
o volume posteriormente completado com dgua deinozada. Uma vez preparada
esta solugdo foi armazenada em um recipiente de vidro dmbar e, as solugdes

padrdes preparadas a partir de dilui¢des de volumes apropriados desta.

~ Preparo de uma solugdo padrio de Se(IV) 0,06 wg/mL com KBr (75 mmol/L) —
transferiu-se 0,8927 g de KBr (Vetec) para um baldo volumétrico de 100,0 mL.
Em seguida adicionou-se aproximadamente 50 mL de dgua deionizada.

Transferiu-se uma aliquota de 0,6 mL de uma solugiio de Se(IV) I pg/mL sendo o

volume posteriormente completado a 100,0 mL.

i Todas as solugdes foram preparadas a partir de reagentes de grau analitico.
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- Solugio de NaDDC (0,1% m/v) - dissolveu-se 0,100 g de NaDDC (Vetec) em
dgua a pH 10 em um baldo volumétrico de 100,0 mL. Logo que preparada a

soluciio foi transferida para um recipiente de plastico.

VIL.2.2) Preparo de solucdes - Solugoes dos interferentes
Todas as solugdes dos interferentes foram preparadas na concentragio de

1000 pg/L, conforme descrito a seguir:
> Solugdo de Fe(1ll) (1000 pg/mL) ~ preparada pela dissolugiio de 0,4840 g de
4 o

FeCl;.6H,0 (Vetec) em um baldo volumétrico de 100 mL.

= Solugdo de Cu(Il) (1000 pg/mL) - preparada pela dissolu¢do de 0,2116 ¢ de
> o

CuCl, (Vetec) em um baldo volumétrico de 100 mL.

> Solugdo de Mn(Il) (1000 pg/mL) ~ preparada pela dissolugiio de 0,2291 g de

MnCl; (Reagen) em um baldo volumétrico de 100 mL.

= Solu¢do de V(V) (1000 ug/mL) — preparada pela dissolugio de 0,2295 g de
NH,VO; (Vetec) em um baldo volumétrico de 100 mL.

Todos os reagentes utilizados no preparo das solugbes foram de grau
analitico. As solucdes para estudo de interferentes foram obtidas a partir da

dilui¢do de volumes apropriados das solugdes estoque acima.

VI1.2.3) Purificagio do 1,2-diaminobenzeno (o~fenilenodiamina - ¢-PD)
Aminas aromdticas sdo muito susceptiveis & oxidagdo pelo préprio
oxigénio do ar, sendo esta facilitada pela presenga de luz. Quase sempre que se
trabalha com alguma delas uma etapa de purificagdo antes de executar o
procedimento desejado se faz necessdria. No caso do 0-PD nio € diferente, ou

seja, é necessdrio realizar a purifica¢iio do mesmo antes da sintese do DAP.
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A téenica aqui utilizada para purificagdo do 0-PD foi a recristalizacio com
etanol. Esse procedimento deve ser repetido pelo menos trés vezes, para se obter
uma boa purii‘“icagﬁo.ii A seguir descreve-se o procedimento:
> Uma certa massa de o-PD impuro (coloragiio escura) € dissolvida em uma
quantidade de minima de dlcool etilico a quente em um béquer de tamanho
adequado. Uma vez totalmente dissolvido o sistema € deixado em repouso para
que ocorra o resfrismento lento e conseqiientemente a recristalizacio. Ao se
atingir a temperatura ambiente, 0 béquer € transferido para um banho de gelo.
Procede-se com uma filtragio a vdcuo para separar os cristais de o-PD. Esse
procedimento € realizado mais duas vezes. Ao final se obtém cristais amarelo-
pdlido de o-PD. A pureza do composto foi checada pela medida do ponto de fusio
(PF = 101%1 °C), cromatografia de camada delgada de silica gel (fase mével >
4cido acético/butanol/dgua na proporgdo de 1:4:5 em volume) verificando entfio a

presenca de uma dnica mancha quando revelada com cristais de iodo ou sob luz

ultravioleta (254 nm).

# Na verdade o analista ¢ que deverd tomar a decisdio de quantas purificagdes ele ird realizar. pois
¢ ‘ ¢ N .y . e - o
ar um teor diferente de impurezas. Sendo assim, baseando-se em

cada amostra poderd apresent ore ;
decisio quanto a continuar ou parar com a etapa de

algumas propriedades fisicas toma-s¢ a
purificagio.
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V11.3) APENDICE 3%

Cdlculos matriciais sdo bastante simples de se realizar com matrizes de
pequenas dimensdes, porém quando a dimensdo desta aumenta os calculos se
tornam trabalhosos e desgastantes, sem levar em consideragiio a probabilidade de
se cometer erros quando se tem um nimero grande de operagdes para se realizar,

Uma alternativa conveniente neste caso ¢ a utilizagdo de softwares para
este fim. Além de fornecer resultados rdpidos existe na rede mundial de
computadores software gratuito para este fim. Um dos mais robustos e utilizados ¢
0 Scilab cuja versio utilizada e disponivel atuaimente ¢ a 3.0. Este apéndice tem
por objetivo apresentar alguns procedimentos bdsicos de introdugdo parimetros e
obtenciio de resultados a partir deste software. A partir daqui tem-se a reprodugio

total da pdgina de processamento do software, com exce¢do dos comentdrios

scilab-3.0

copyright (c) 1989-2004
Consortium Scilab (INRIA, ENPC)

Startup execution:

loading initial environment
4 introducdo da matriz ou vetor é realizada da seguinte

forma:

1) A matriz & iniciada com um colchete [.

2) Os elementos sdo introduzidos por linhas e cada elemento &

separado por um espago.

3) Ao introduzir todos os elementos da primeira linha tecle

<ENTER> para introduzir a segunda linha (observe que o colchete

foi aberto apenas na primeira linha) .
4) Apds introduzir todas as linhas, na Ultima fecha-se o colchete

aberto na primeira. Este procedimento delimita o fim da introducdo

da matriz. Tecle <ENTER> para processar a matriz para o modo do

programa rodar o cdlculo.
Obs.: Para se introduzir poténcias ou raizes, procede-se do

seguinte modo:
Exemplos: \ﬁz 2> 2%0.5
2t > 273

Observe que gquando O programa procesgsa a introdugdo dos dados ele

j& realiza a operagdo desejada.

% ()5 comentirios realizados estio em itdlico ¢ ndo aparecem quando se executa o programa,
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--»X = [1 -1 -1111

--»11 -111 -1

--»1 -1111 -1

--»1 11111
00000

-->1 00000
00000

-->1 -270.5 0200

-->1 0 2%0.5 020

-->1 2%0.50200

-->1 0 -270.5 0 2 0]

O O o B B B R

.4142136 0.
1.4142136

.4142136 0.

1
1
1
1
0
0.
0
1
0
1
0 - 1.4142136

HoE R B B B MR R e

--> Introdug¢do do vetor Y-
-->y = [0.011
-->0.104
-->0.049
-->0.266
~->0.128
-->0.128
-->0.131
-->0.017
-->0.223
-->0.276
-->0.031]

O N O N O O O KH H K1 oR

NOO N O O O O R R

o O O 0O O O O K KFE B

.




0.011 !
0.104 !
0.049 !
0.266 !
0.128 !

! 0.128 !
0.131 !
0.017 !
0.223 !
0.276 !
0.031 !

Neste ponto para se obter os coeficientes deve-se realizar a

seguinte operagdo com a matriz.

b = (XX} X'y

Para programa Xt = X' e (X'X)' = inv(X°X)™', dai segue,

~->b = inv (X'*X)*(X'*y)
b

L]

! 0.129 !
! 0.0845352 !
! 0.0589411 !
! 0.0014375 !
! - 0.0083125 !
f 0.031 {

-2
O dltimo resultado é a matriz com ©S coeficientes do modelo.Cabe

aqul lembrar gque © gue foi apresentado € apenas uma pequena parte
da potencialidade deste software. Uma descri¢do detalhada de como

utilizar os recursos existentes neste programa, pode  ger

encontrada em um manual em pdf disponibilizado gratuitamente no

Seguinte enderego:
http://cermics.enpc.fr/scilab new/site/Liens/intro/intro.html




VI1.4) APENDICE 4

Muitos livros de Estatistica niio apresentam no seu contetido, tépicos

refativos a comparagiio de coeficientes angulares e lineares de retas obtidas a
partir de regressdes lineares simples (regressio linear simples ¢ aquela que
considera apenas duas varidveis), quando se tem mais um conjunto de dados.
E muito comum possuir mais do que um conjunto de dados e ter de
calcular uma equagiio de regressdo para cada conjunto. Pode-se questionar entiio
se os coeficientes angulares obtidos a partir de tais regressdes  sio
significativamente diferentes ou se eles podem ser estimados a partir de uma
mesma populaciio. Além disso, concluir que os coeficientes angulares ndo sio
significativamente diferentes, pode nos levar a querer saber se os vdrios conjuntos
de dados pertencem a mesma populagio, ou seja, se 0s coeficientes lineares assim
como os lineares sio 0$ mesmos.

A seguir ¢ apresentada uma metodologia estatistica para comparar os
coeficientes angulares e lineares obtidos a partir de regressdes lineares simples,

utilizando o teste ¢

VII.4.1) Comparaciio entre dois coeficientes angulares
Um método simples para testar hipdtese sobre a igualdade de dois
coeficientes angulares obtidos a partir de duas populagdes envolve o uso teste 7
Student numa forma similar aquela utilizada para se comparar a diferenca entre
duas médias populacionais. O teste estatistico é
t= bl _ b:
Sp,~bs

onde o erro padrdo da diferenga entre os dois coeficientes angulares ¢

o = ZSi.x)p +YSZY.X)p

e 0 quadrado da média do residuo agrupado € calculado como sendo:

( s ) (residuo SS), + (residuo SS),
Sy ) = 2
VX (residuo DF), + (residuo DF),
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¢ os subscritos 1 e 2 referem-se as duas linhas de regressio que estio sendo
comparadas. O valor critico de t (pelado) Para este teste tem (1,-2) + (n-2) graus
de liberdade (isto €, a soma dos dois graus de liberdade residuais), ou seja
v=qy 4+~ 4

A tabela 17 a seguir apresenta os resultados obtidos da comparagio entre

os coeficientes angulares obtidos a partir de SC ¢ AC.

Tabela 17 — Calculo ¢ interpretagdo do teste t para comparagdo dos coeficientes

angulares das curvas SCe AC.

Teste de hipdtese nula para diferenga entre duas populagoes de coeficientes

angulares

H, p =
Hy: pr# P

AC SC
X =0,00245 Z¥ = 0,00245
Zxy = 0,00291 Zxy = 0,00291
Xy’ = 0,00347 2y =0,00344
n=23 n=23
b =1,1896 b=11857
Residuo SS = 3,71 x10° Residuo SS = 1,67 x 107
Residuo DF = 1 Residuo DF = 1

(s2y), =1.94x10°

=0,0398

Sby-b;

1200968
p=3+3-4=2
Rejeitar Hy se | t] 2t
t g5, 2 = 4,303

Aceita H,
P



VI1.4.2) Comparagio entre dois coeficientes lineares
O teste de hipétese nula para se comparar a igualdade de dois coeficientes

lineares de duas regressdcs, necessita da definig¢fio de alguns pardmetros para
serem usadas no teste ;'
Soma dos quadrados de X para a regressdio comum
Ac=(ZX) + (ExX7);
Soma dos produtos cruzados para a regressio comum
B.=(&xy) + (Lxy)
Soma dos quadrados de Y para a regressdio comum
Co=(ZY)r + (2));
Residuo SS para regressiao comum

2
SS, =C, _Be

¢

Residuo DF para regressdo comum
DF.=n; + ny - 3
Residuo MS para regressio comum
SS,
DF.

2 —
(S Y.X )p -

Dessa forma o teste estatistico apropriado €

(Y1=Ya)-b, (Xi - X2)

E o valor critico apropriado de t € aquele para v = DF..
A tabela 18 a seguir apresenta os resultados obtidos da comparacio entre

os coeficientes lineares obtidos a partir de YC e SC.
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Tabela 18 - Cilculo e interpretagiio do teste t para comparacio dos coeficientes
angulares das curvas SCe YC.
Teste de hipotese nula para diferenca entre duas populacées de coeficientes

lineares

H,: As duas regressoes possuem o mesmo coeficiente linear.

Hy: As duas regressoes ndo possuem o mesmo coeficiente linear.

SC YC
X =0,0350 X =10
Y =0,0417 Y =0,0286
TP =245x10" Zx' = 8,000
Ty =291 x 10" Zxy=220x 107
2y =344 x 107 2y =6,06x 10"
n=3 n=23
a = 0,0002 a =0,0011
b=11857 b=11857

Residuo SS. = 3,43 x 1 0!
Residuo DF,. = 3

(s3,), =114 x 10"

A =8,0025

B.=0,0249

C.=0,00351

b.=0,00311

1= 0,3604

Rejeitar H, se | 1| 2tag2). v
toos) 3= 3,182

Aceita H,

__——_#-_—————————————————_——W___._—_—_
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